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Raportin lähtökohta ja tavoitteet 
....................................................... 
Geeniteknisesti muunnetut mikro-organismit (GMM) tarjoavat mielenkiintoisia 
sovellutuksia maataloudessa ja ympäristön suojelussa. Maataloudessa GMM:ja 
voidaan käyttää esimerkiksi tuhoeläinten biologisessa torjunnassa, kasvien kas-
vun edistämisessä ja ympäristöhuollossa saastumisen arvioimisessa sekä puhdis-
tamisessa. Näissä sovelluksissa eläviä GMM:ja levitetään luontoon suorittamaan 
jotakin tarkkaan määriteltyä tehtävää. Ennen GMM:ien käyttöä ympäristössä tu-
lee kuitenkin arvioida tarkkaan ympäristölle tai ihmisen terveydelle mandolli-
sesti aiheutuvat riskit. Riskien hallitsemiseksi tulisi tutkimustyön edetä niin, että 
yksinkertaisista laboratoriokokeista siirrytään monimutkaisiin kenttäkokeisiin 
vasta, kun edellisen vaiheen riskien arviointi osoittaa riittävää turvallisuutta. 
Ympäristöön päästettyjen kantojen valvonnan tulee olla tehokasta, kunnes 
GMM:ien käyttäytymistä luonnossa pystytään ennalta arvioimaan. Riskin arvioi-
miseksi tarvitaan tehokkaita identifiointi-, kvantiointi- ja seurantamenetelmiä, 
joiden avulla voidaan selvittää GMM:ien levinneisyys ja käyttäytyminen ympä-
ristöoloissa sekä niiden vaikutus muihin luonnon organismeihin (Gustafsson & 
Jansson, 1993). Tässä kirjallisuuskatsauksessa selvitetään, voidaanko mikro-orga-
nismien merkkigeenejä käyttää GMM:ien seurantaan ympäristössä. Lisäksi tar-
kastellaan, millä menetelmillä merkkigeenejä voidaan parhaiten havannoida luon-
nossa ja verrataan eri merkkigeenien antamaa tietoa mikro-organismien aktiivi-
suudesta ympäristössä. Katsaus perustuu suurimmaksi osaksi 1990-luvulla kir-
joitettuihin kansainvälisiin julkaisuihin. Lähes tuhannesta tiivistelmästä tutkit-
tiin tarkemmin noin 300 kokonaista julkaisua. Mikro-organismien tunnistusme-
netelmiä ja geenien siirtymistä luonnossa käsitellään tässä raportissa vain merk-
kigeenien näkökulmasta. Laajempi kuvaus löytyy Pitkäjärven (1996) raportissa. 
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2 	MiKrobiolo9isia tunnistusmenetelmiä 
Mikro-organismien laaja kirjo ja luonnossa vallitseva pienympäristöjen monimuo-
toisuus aiheuttavat sen, että valtaosaa luonnon mikrobeista ei voida eristää ja 
kasvattaa standardimenetelmillä laboratoriossa. Eristämällä DNA:ta metsämaas-
ta ja tutkimalla sen vaihteluita arvioitiin maaperän bakteerikirjon olevan noin 
200 kertaa suurempi kuin tähän asti on pystytty osoittamaan eristysmenetelmillä 
(Torsvik et al., 1990). Osa mikro-organismeista muuttuu luonnossa energiaa sääs-
tävään lepomuotoon. Tämä johtuu ympäristön ravinnepuutteesta tai epäedulli-
sista fysikaalisista olosuhteista. Leposolut ovat eläviä ja aktivoituvat, kun olosuh-
teet muuttuvat suotuisiksi, mutta niitä ei voi kasvattaa laboratoriossa (Henis, 1987; 
Rozak & Colwell, 1987; van Elsas et al., 1991). 
Myös luontoon lisätyt laboratoriokannat muuttuvat ajan myötä ei-kasvatet-
taviksi. Pedersen ja Leser (1992) osoittivat, että 90 % kasvien pinnoille lisätyistä 
bakteereista muuttui ei-kasvatettaviksi 24 tunnin kuluessa ja kahden viikon ku-
luttua määrä oli 99 %o. Ravinneköyhässä viemärivedessä vuoden ajan olleista so-
luista noin 10 % oli kasvatettavissa laboratoriossa (van Overbeek et a1.,1990). Tämä 
hankaloittaa osaltaan GMM:ien seurantaa luonnossa. Bioteknisten työvälineiden 
kehittyminen mahdollistaa lisättyjen solujen seurannan kirjavassa luonnon mik-
robipopulaatiossa. Tunnistusmenetelmiä on useita ja ne kuvaavat mikro-organis-
meja eri tavoin. Yhdistelemällä useita menetelmiä saadaan luotettava kuva siitä, 
miten organismi käyttäytyy tietyssä ympäristössä (van Elsas et al., 1991). 
Käytettäessä merkkigeenejä voidaan GMM:ja seurata joko laboratoriokas-
vatuksen avulla tai suoraan näytteestä. Bakteerin kasvatettavuus laboratoriossa 
osoittaa, että se on aktiivisessa muodossa ja että se sopeutuu helposti uuteen ym-
päristöön. Muunnettujen mikro-organismien vaikutus ympäristöön riippuu to-
dennäköisesti myös niiden nopeasta kyvystä palautua epäsuotuisista olosuhteis-
ta. Jos GMM ei pysty aktivoitumaan yhtä nopeasti kuin muut ympäristössä olevat 
luonnolliset mikro-organismit, se ei pysty hyödyntämään lisättyjä ravinteita eikä 
näin lisääntymään. Tälläinen kanta ei ilman valintapainetta pysty suorittamaan 
tehtävää, mihin se on suunniteltu (Prosser, 1994). Tutkimus GMM:ien vaikutuk-
sista luonnon mikrobipopulaatioihin vaikeutuu, jos halutaan tutkia GMM:n vai-
kutusta kaikkiin näytteessä oleviin mikro-organismeihin. Silloin täytyy käyttää 
joko menetelmää, jolla organismit voidaan tutkia suoraan mikro-näytteestä tai 
epäsuoraa menetelmää, jossa seurataan muutoksia aineiden kiertokulussa tai so-
lukomponenttien määrissä. 
2.1 Vil jelymenetelmät 
Pesäkkeiden muodostus valikoivalla ravintomaljalla on yleisimpiä mikro-orga-
nismien tunnistus- ja kvantifiointimenetelmiä. Koska menetelmä perustuu solun 
kykyyn jakautua ja muodostaa siten pesäkkeitä, se osoittaa vain osan todellisesta 
elävästä mikro-organismien määrästä. Menetelmän etuna on, että maljoilla kas-
vatettavien organismien määrä on helppo laskea. Jos tunnistettavalla kannalla ei 
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ole tehokasta selektiossa käytettävää merkkigeeniä, voivat sekaviljelmän nopea-
kasvuiset luonnonkannat estää tutkittavan kannan kasvua (Steffan et al., 1989) 
tai peittää sen kasvuston maijalla, jolla kasvaa tiheästi bakteereita. 
Monet sellaiset GMM:ien seurantamenetelmät, jotka perustuvat merkkigee-
nien ilmentämiseen, vaativat laboratoriokasvatusta merkkigeenien signaalien 
havaitsemiseksi. Laboratoriokasvatukseen perustuvia, valintapainella osoitetta-
via merkkigeenejä ovat antibioottiresistenssiä koodaavat geenit, myrkyllisten ai-
neiden sietoa lisäävät geenit sekä jotkut metaboliset merkkigeenit. Kolorimetrisiä 
tai bioluminointiin perustuvia merkkigeenejä tai ina- merkittyjä soluja ei voida 
valikoivasti tunnistaa viljelmistä. Mikäli signaali on kuitenkin tarpeeksi vahva, 
voidaan myös näitä kantoja määrittää joko kasvattamalla maljoilla tai MPN-me-
netelmillä. 
Monet mikro-organismien identifiointimenetelmät (API, BIOLOG) perus-
tuvat kantojen aineenvaihduntaan, jolloin kannat kasvatetaan tarkoin määrätys-
sä kasvatusliuoksessa. Toiset identifiointimenetelmät perustuvat solurakenteiden 
eroavuukslin ja vaativat kannan kasvattamista ravintoliemessä ennen määritys-
tä. Proteiiniprofiileja, rasvahappoyhdistelmiä tai DNA:n osien pituuksia verrat-
taessa tarvitaan suuria solumääriä, joista kyseiset solukomponentit eristetään en-
nen identifiointia. Nämä identifiointimenetelmät ovat luotettavia, koska nämä 
solukomponentit eivät yleensä muutu ympäristössä. Esimerkiksi viisi vuotta Rhi-
zobium- bakteerin maahan lisäyksen jälkeen kannan proteiini- ja DNA-kuviot oli-
vat muuttumattomia (Lindström et al., 1990). Tämän tyyppiset menetelmät eivät 
pysty kuitenkaan erottamaan GMM:ja villityyppisestä kannasta. 
2.2 Suorat menetelmät 
Mikro-organismin läsnäolo näytteessä voidaan havaita lisäämällä luonnonnäyt-
teeseen jokin helposti mitattava signaali, joka sitoutuu spesifisesti tutkittavaan 
mikro-organismiin. Signaali voi olla vasta-aine (Ramos-Gonzales et al., 1992), 
nukleiinihappo tai virus (Kodikara et al., 1991). Kun sitoutumaton signaali on 
pesty pois, on signaalin voimakkuus näytteessä verrannollinen mikro-organis-
mien määrään. Mikro-organismien sitoutuminen erilaisiin pintoihin hankaloit-
taa signaalin pääsyä kosketuksiin mikro-organismin kanssa ympäristönäytteissä. 
Signaali voi myös epäspesifisesti sitoutua kasvimateriaaliin tai maapartikkeleihin 
ja aiheuttaa suuren taustan erityisesti maaperässä (Postma, 1988). Esimerkiksi Sal-
monella- ja Bacillus- bakteerien seuraaminen jätevedessä vasta-aineen avulla on-
nistui hyvin (Desmonts et al., 1990; Nybroe et al., 1992). Menetelmät, jotka tun-
nistavat mikro-organismit suoraan ympäristönäytteestä, eivät vaadi organismien 
kasvattamista ja mittaavat myös kuolleet solut. Poikkeuksena tähän on biolumi-
nenssia aiheuttavaan merkkigeeniin perustuva tunnistusmenetelmä, joka mah-
dollistaa tietyn kannan biologisen toiminnan seuraamisen luonnossa. 
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Merkkigeeneiitä toivottWa 
ominaisuuksia 
....................................................... 
Yleensä GMM:t on muunnettu lisäämällä niiden genomiin tunnettu DNA:n osa. 
Näin syntynyttä uutta genotyyppiä on helppo seurata DNA-koettimella. Orga-
nismiin voidaan myös lisätä sellainen merkkigeeni, jota pystytään seuraamaan 
kannan uuden fenotyypin perusteella. Erillisen merkkigeenin tulisi tällöin olla 
teknisesti yksinkertainen ja herkästi, pienillä kustannuksilla tunnistettavissa. Merk-
kigeeniä ei saisi esiintyä tutkittavassa ympäristössä, eikä lisätty geeni saisi haitata 
isäntäsolun toimintaa. Merkkigeenin avulla tulisi voida tunnistaa GMM moni-
muotoisesta luonnonpopulaatiosta, määrittää merkittyjen solujen kokonaismää-
rä, erottaa elävät ja kuolleet solut toisistaan sekä määrittää populaation todelli-
nen ja mahdollinen aktiivisuus luonnossa. Myös muunnetun DNA:n stabilisuut-
ta ja geenien siirtymistä luonnon mikro-organismeihin tulisi pystyä seuraamaan 
(Wilson, 1995). 
3.1 Spesifisyys 
Jotta merkkigeeni todella kuvaisi kiinnostuksen kohteena olevaa mikro-organis-
mia, on varmistuttava siitä, että virheellisiä negatiivisia tai positiivisia signaaleja 
ei määritetä (Ford & Olson, 1988). Jos olosuhteet ovat liian rajoittavat, merkkigee-
nin tuottamaa signaalia ei voida havaita, eikä GMM:ja voida määrittää. Toisaalta, 
jos merkkigeenin signaali ei tarpeeksi erotu ympäristöstä, saattaa määritys antaa 
väärän positiivisen signaalin. Koska mikro-organismit usein ovat aktiivisia vain 
tietyssä ympäristössä, luonnon kannat eristetään usein samantyyppisestä ympä-
ristöstä, jossa muunnettua organismia on tarkoitus käyttää. Tämä johtaa siihen, 
että luonnon näytteissä usein esiintyy sekä villityyppinen kanta tai sen lähisuku-
lainen että GMM (Ford & Olson, 1988). Seurannan täytyy siksi pohjautua mene-
telmään, joka tunnistaa vain geeniteknisesti muunnetut yksilöt ja/tai niiden muun-
netut geenisekvenssit (Prosser, 1994). Kantaan lisätty merkkigeeni pitäisi siksi olla 
eristetty eri ympäristöstä ja eri organismiryhmästä kuin GMM, ja leimaamisessa 
tulisi käyttää hyväksi ominaisuuksia, jotka eivät ole yleisiä luonnossa. 
3.2 Liittäminen isäntäbakteeriin 
Plasmidit ovat käyttökelpoisia työvälineitä geenien kloonauksessa. Niitä on help-
po käyttää, koska monet plasmidit monistuvat useassa bakteerilajissa ja ne koo-
daavat usein valikoivia ominaisuuksia kuten antibioottiresistenttisyyttä (de Lo-
renzo & Timmis, 1992). Merkkigeeni voidaan siirtää isäntäbakteeriin plasmidissa, 
joka monistuu itsenäisesti solussa. Plasmidin koko on usein huomattavan suuri 
verrattuna mikro-organismin koko perimään johtuen geenisekvensseistä, joita 
tarvitaan itsenäiseen monistukseen. Pienemmät plasmidit esiintyvät solussa suu-
rina määrinä. Plasmidien ylläpito ja niiden geenien ilmentäminen voi aiheuttaa 
organismille aineenvaihdunnallisen taakan, joka näkyy huonontuneena kasvu-
na ja toimintana. Jo kahdenkymmenen kiloemäsparin kokoisen plasmidin lisäys 
soluun vähensi Erwinia carotovora -bakteerin ominaiskasvukykyä huomattavasti 
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(Grant et al., 1992) ja plasmidikoodatun merkkigeenin ilmentäminen Pseudomo-
nas fluorescens- bakteerissa aiheutti ominaiskasvukyvyn pienenemisen 84 prosen-
tilla (Amin-Hanjani et al., 1993). Gram-positiivisessa Streptomyces- kannassa to-
dettiin, että plasmidin lisäys soluihin vähensi itiöiden määrää (Wipat et al., 1991). 
Toisaalta ei todettu huomattavia eroja, kun verrattiin plasmidia sisältäviä P. pun-
da- kantoja villityyppiseen kantaan (Sobecky et al., 1992). Yhden havainnon mu-
kaan (Devanas-et al., 1986), suurikokoinen plasmidi ei aina heikentänyt kannan 
kolonisaatiokykyä. 
Transposonivektorien avulla merkkigeenejä voidaan liittää suoraan isäntä-
bakteerin kromosomlin (Herrero et al., 1990; de Lorenzo et al., 1990). Transposo-
nivektorit ovat plasmideja, joihin merkkigeeni on lisätty osana transposonia. Plas-
midit on valittu nun, etteivät ne pysty monistumaan isäntä-organismissa, vaan 
häviävät soluista. Transposoni pystyy sitä ennen siirtämään itsensä ja merkkigee-
nin isäntäkromosomiin koodaamallaan transposaasi-entsyymillä. Slirretyt geenit 
sijoittuvat perimässä sattumanvaraisesti ja useimmiten isäntään siirtyy vain yksi 
kopio (Herrero et al., 1990). Jos merkkigeeni joutuu genomissa kohtaan, joka koo-
daa solulle välttämätöntä proteiinia, voi mikro-organismin kasvu heikentyä. 
Homologista rekombinaatiota hyödyntäen voidaan merkkigeeni liittää isän-
täbakteerin genomissa tarkkaan tunnettuun kohtaan (Ruvkun & Ausubel, 1981). 
Menetelmän edellytys on, että isäntäbakteerista voidaan siirtää lyhyt pala kro-
mosomia plasmidivektoriin, johon merkkigeeni lisätään keskelle isäntäbakteerin 
DNA:ta. Kun plasmidivektori siirretään takaisin isäntäbakteeriin, isännän omat 
entsyymit saavat aikaan kaksinkertaisen homologisen rekombinaation, joka vaih-
taa osan villityyppisesta genomista vektorin homologiseen osaan. Ylimääräisiä 
geenisekvenssejä ei siirry merkkigeenin mukana. Vaikka homologisen rekombi-
naation periaate on tunnettu jo pitkään, on menetelmää käytetty vain vähän mik-
robien leimaamiseen merkkigeeneillä. Tämä johtuu siitä, että menetelmä on mo-
nimutkaisempi kuin yllä mainitut menetelmät ja vaikea toteuttaa (de Lorenzo & 
Timmis, 1992). Menetelmää on kuitenkin onnistuneesti sovellettu ainakin P. fluo-
rescens- ja Rhizobium meliloti- bakteereissa (van Elsas & Waalwijk, 1991; Hwang & 
Farrand, 1994; Selbitscha et al., 1995). 
Plasmidien käyttö merkkigeenien liittämiseksi isäntäbakteeriin on vähenty-
nyt varsinkin sovellutuksissa, jossa GMM tullaan käyttämään avoimessa ympä-
ristössä. Plasmidin käyttöä haittaavat useat tekijät, kuten kolonisaatiokyvyn heik-
keneminen, lisättyjen ominaisuuksien epästabiilisuus ja plasmideissa usein luon-
nostaan esiintyvät antibioottiresistenssigeenit. Transposonivektoreita sensijaan 
kehitetään toimiviksi hyvin erilaisissa bakteerilajeissa ja niitä käytetään yleisesti. 
Kloonauksessa käytetään usein muita valikoivia merkkigeenejä kuin antibiootti-
resistenssigeenejä (Herrero et al., 1990; Saint et al., 1995). 
3.3 Stcabi►lisuus 
Merkkigeenin pysyvyys solussa vaihtelee riippuen käytetystä liittämismenetel-
mästä. Plasmidien aiheuttaman taakan vuoksi monet plasmidit eivät ole stabile-
ja GMM:n jakautuessa, jos valintapaineita plasmidissa sijaitsevien ominaisuuksi-
en suhteen ei ole. Plasmidin häviäminen maahan siirretyn Rhizobium- bakteerin 
genomista oli. 15 päivän jälkeen 70 prosenttia ja Pseudomonas-bakteerin genomista 
kuuden päivän jälkeen jopa 90 prosenttia (Cresswell et al., 1994; deWeger et al., 
1991), kun taas Enterobacter cloaceae- bakteerin plasmidi säilyi kahden viikon aika-
na 82 prosentissa soluista (Fravel et al., 1990). Kromosomaalisesti merkitty P. fluo-
rescens- kanta säilyi muuttumattomana 200 sukupolven ajan jatkuvassa viljelmässä, 
mutta plasmidiin sijoitettu merkkigeeni hävisi puolesta solumäärästä noin 11,5 
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sukupolvessa (Amin-Hanjani et al., 1993). Lisättäessä ympäristöön pienempiä 
määriä bakteereita, häviäminen oli suurempaa johtuen lisääntyneestä kasvusta 
jonka aikana plasmidi segregoitui solusta pois (Winstanley et al., 1991). 
Myös Gram-positiivisella Bacillus -kannalla on osoitettu plasmidin häviävän 
30 sukupolven jälkeen solusta, kun valintapainetta plasmidille ei ollut tai kun 
solut itiöivät. Kromosomiin lisätty geeni oli stabiili itiöirinin aikana ja myös sen 
jälkeen (Cook et al., 1993). Makeassa vedessä auksotrofisten ja prototrofisten P. 
putida- kantojen segregaatio-ominaisuutta verrattaessa todettiin, että auksotrofi-
silla bakteereilla tapahtui plasmidi-segregaatiota. Kuuden tunnin jälkeen vain 12 
prosenttia populaatiosta kykeni ilmaisemaan plasmidia. Prototrofisissa kannois-
sa plasmidi pysyi vakaana (Sobecky et al., 1992). Pidettäessä Pseudomonas- baktee-
ria vuoden ajan ravinneköyhässä viemärivedessä, oli plasmidin häviäminen no-
peampaa kuin Klebsiella- bakteerissa (van Overbeek et al., 1990). 
Häviäminen näyttää siis olevan riippuvaista sekä bakteerikannoista että plas-
midista. Luonnossa ja jatkuvassa viljelyssä plasmidit voivat selviytyä ilman valin-
tapainetta. Arvellaankin, että pitkäaikaisen kasvatuksen aikana kanta voi korjata 
plasmidin ylläpitoa vaativan haitan kromosomaalisilla mutaatioilla tai deleetio-
mutaatioilla, jotka pienentävät plasmidin kokoa (Caulcott et al., 1987, Godwin & 
Slater, 1979). Ominaiskasvukyvyn kasvua on pystytty osoittamaan neljästä tutki-
tusta kolmessa P. putida- kannasta, bakteereiden oltua yli kaksi viikkoa järvive-
dessä (Sobecky et al., 1992). 
Jos merkkigeeni on siirretty transposonin avulla isännän genomiin, on vaa-
ra että transposoni aktivoituu uudestaan GMM:ssa ja siirtyy GMM:n genomissa. 
Tästä syystä on kehitetty vaurioitunut transposoni, jossa transposaasigeeni on 
siirretty pois insertiosekvenssien välistä. Näin transposaasigeeni ei siirry merkki-
geenin mukana isäntägenomiin, eikä merkkigeeni pysty uudestaan siirtymään 
transposonin avulla (Berg et al., 1989). Mini-Tn5-vektorin avulla liitetty merkki-
geeni oli stabiili Rhizobium meliloti- kannassa 60 sukupolven ajan nesteviljelmässä 
ja vielä kahden kuukauden jälkeen kaikki maasta tutkitut kloonit sisälsivät merk-
kigeenin (Cebolla et al., 1993). Pseudomonas aeruginosa ilmensi nesteviljelmässä 
antibioottiresistenssiä, valon tuottoa ja 3-galaktosidaasin tuottoa ainakin vuoden 
ajan. Maassa fenotyyppi säilyi yli kahdeksan viikkoa (Flemming et al., 1994a). 
Transposoni-vektoreiden avulla tapahtuvassa insertiossa myös lyhyet tois-
tuvat insertiosekvenssit siirtyvät merkkigeenin kanssa isäntäkromosomlin. Jos 
GMM:iin siirtyy luonnollinen transposoni ympäristöstä, jonka transposaasi pys-
ty)' aktivoimaan insertiosekvenssejä uudestaan, on olemassa pieni riski, että merk-
kigeeni liikkuu GMM:n genomissa. Homologisella rekombinaatiolla voidaan isän-
tään siirtää merkkigeeni ilman tarpeettomien vektori- DNA:n osien siirtymistä 
soluun. Muunnettu geeni on silloin genomissa yhtä stabiili kuin muut isäntäbak-
teerin geenit. Siksi perinnöllisesti turvallisin menetelmä on käyttää homologisel-
la rekombinaatiolla liitettyjä merkkigeenejä (van Elsas & Waalwijk, 1991). 
3.4 Signaalin voimakkuus 
Merkkigeenin ilmentyminen pitäisi olla tarpeeksi tehokasta, jotta pienet solumää-
rät voidaan erottaa ympäristöstä, jossa on paljon luonnon mikro-organismeja. 
Sen pitäisi olla kuitenkin niin vähäistä, ettei solulle aiheuteta haittaa, joka näkyy 
kasvunopeuden pienenemisenä (Lampinen et al., 1992; Cebolla et al. 1995). Merk-
kigeenin genotyyppinen signaali riippuu pelkästään näytteessä olevasta geeni-
kopioiden määrästä, mutta fenotyyppinen signaali riippuu myös geenin ilmen-
tämistasosta eli protelinituotteen muodostuksen tehokkuudesta. Määritysmene-
telmän herkkyys riippuu signaalin voimakkuudesta. 
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Merkkigeenin genotyyppistä ja fenotyyppistä signaalia voidaan tehostaa liit-
tämällä useampi geenikopio soluun. Plasmidiin sijoitettuna merkkigeeni on läs-
nä yhtä monena kopiona kuin vektoriplasmidikin. Kun verrattiin kromosomien 
tai plasmidiin asennettujen merkkigeenien signaalien voimakkuutta juuristossa 
kasvavissa Pseudomonas- bakteereissa todettiin, että autoradiografian määritysra-
ja plasmidimerkitylle kannalle oli 104 pmy senttimetrissä juurta. Määritysraja -oli 
kymmenen kertaa korkeampi sellaisella kannalla, jossa merkkigeeni oli kromo-
somissa (de Weger et al., 1991). P. fluorescens- soluissa valon tuotto oli tehokkaam-
pi silloin, kun merkkigeeni sijaitsi plasmidissa verrattuna kromosomaalisesti mer-
kittyihin soluihin (Amin-Hanjani et al., 1993). Kun verrattiin plasmidiin ja kro-
mosomiin asennettujen merkkigeenien signaalien voimakkuuksia Gram-positii-
visissa B. subtilis- kannoissa todettiin, että plasmidissa koodatun geenin signaali 
oli voimakkampi (Cook et al., 1993). Valoa tuottavan merkkigeenin signaali R. 
meliloti- kannassa voimistui 10-15-kertaiseksi kun geeni asennettiin plasmidlin, 
jonka kopioluku oli noin kymmenen kappaletta solua kohden (Cebolla et al., 1993). 
Merkkigeenin fenotyyppistä ilmenemistä voidaan parantaa asettamalla gee-
nin eteen mahdollisimman tehokas promoottorisekvenssi. Anabaena- syanobak-
teerissa plasmidiin asennetun merkkigeenin ilmeneminen vaihteli 104- kertaises-
ti riippuen promoottorista (Shmetterer et al., 1986). E. coli- bakteerin ribosomaa-
lista RNA- promoottoria käytettäessä, kromosomaalisen merkkigeenin voimak-
kuus lisääntyi 100-1500 kertaiseksi verrattuna neo- tai lac- geenien promoottorei-
hin..Laboratorio-olosuhteissa promoottoreiden tehokkuus oli riippuvainen käy-
tetyistä ravinteista (Bennerova & Crowley, 1994). Cebolla et al., (1995) vertasivat 
P1-, PR- ja Ptrc- promoottorien voimakkuuksia eri bakteerilajeissa. P1-promootto-
ri oli heikoin Agrobacterium tumefaciens-, P. putida-, E. coli-, ja R. meliloti- kannoissa, 
joissa Ptrc-. promoottori oli tehokkain. Yhdistelemällä eri promoottorisekvenssejä 
aikaansaatiin synteettinen promoottori, joka tac-promoottoriin verrattuna oli kaksi 
kertaa tehokkampi E. coli:ssa ja kymmenen kertaa tehokkaampi Rhizobium:issa 
(Giacomini et al., 1994). 
Hyvin pienet määrät GMM:ja ja sellaiset GMM:t, jotka ovat pidemmän ajan 
kuluessa muuttuneet ympäristössä leposoluiksi, voidaan havaita näytteistä, jos 
ne ensin elvytetään laboratoriossa lisäämällä näytteeseen ravinteita ja muutta-
malla fysikaalisia olosuhteita kasvua edistäviksi. Näin heikkojakin signaaleja voi-
daan tehostaa ja siten osoittaa mikro-organismin läsnäolo näytteessä. Johtopää-
töksiä organismin määrästä tai toiminnasta ympäristöoloissa ei voida tehdä. El-
vytystä hyväksikäyttäen pieni määrä valoa tuottavia soluja pystyttiin havaitse-
maan neljän kuukauden jälkeen juurten pinnalla ja kolmen kuukauden jälkeen 
lehtien pinnalla (Dane & Shaw, 1994). 
3.4.1 Säännöstelty ilmentyminen 
Merkkigeenien vaikutus organismiin riippuu siitä, miten tehokkaasti geeniä lue-
taan sekä miten aktiivisesti geenituote toimii solussa (Amin-Hanjani et al., 1993). 
Jos käytetään säädeltävää promoottoria, geenituotteen muodostus voidaan aloit-
taa aineen lisäyksellä tai lämpötilan muutoksella niin, ettei geenituotetta muo-
dostu ennen määritystä. Näin mikro-organismi ei ympäristössä tuhlaa energi-
aansa tuottamalla merkkigeenin koodaamaa ylimääräistä entsyymiä ja geeni ai-
heuttaa GMM:lle pienemmän aineenvaihdunnallisen taakan kuin jatkuva prote-
iinin valmistus. P. aeruginosa- soluissa on käytetty X-bakteriofaagin lämpösäädel-
tyjä promoottoreita pL ja pR xylE -merkkigeenin säätelyyn. Silloin huomattiin, 
että kanta, joka sisälsi säädeltävän merkkigeenin, oli vakaampi nesteviljelmässä 
kuin kanta, jonka promoottori aiheutti jatkuvan proteiinin tuoton (Winstanley et 
al., 1991). Toisaalta kantojen välillä ei ollut eroja niiden elonjäämisessä järvive- 
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dessä. Geenin ilmentymistä voidaan vastaavalla tavalla säätää myös niin, että pro-
teiinituotetta syntyy vain tietyssä ympäristössä. Tämä vaatii promoottorin akti-
voitumisen substraatilla, joka on tietylle ympäristölle tunnusomainen. Näitä ovat 
esimerkiksi jotkut juuristossa tuotetut aineet (van Overbeek & van Elsas, 1995). 
Jos solusta puuttuu substraatti merkkigeenin tuottamalle entsyymille, ent-
syymi ei toimi solussa, vaikka merkkigeeni tuottaakin sitä. Näin solulle ylimääräi-
nen entsyymi ei kuluta tärkeää energiaa. Valoa tuottavat merkkigeenit käyttävät 
substraattinaan monimutkaisia molekyylejä, joita solut itse tuottavat. Jos GMM:lta 
poistetaan substraattia koodaavat geenit, valon tuottoa ei tapahdu ilman subst-
raatin ulkopuolista lisäystä ja haittavaikutukset solulle pienenevät (Amin-Hanja-
ni et al., 1993; Möller, 1994). 
Vaikka säännöstelty ilmentyminen on usein arveltu hyväksi tavaksi paran-
taa GMM:n kolonisaatiokykyä ympäristössä, menetelmä voi haitata määrityksiä, 
jossa GMM:n toimintaa todellisessa ympäristössä halutaan tutkia. Käyttämällä 
merkkigeenejä, joiden koodaamien proteiinituotteiden substraatteja on saatavil-
la ja joita ilmennetään ympäristössä, voidaan mikro-organismin todellista, sen-
hetkistä toimintaa määrittää ilman eristyksiä, uuttoja tai lisäyksiä. 
3.5 Siirtymisen estäminen 
Jotta GMM:ien vaikutus luonnon mikrobistoon olisi mandollisemman pieni, tuli-
si muunnettujen geenien siirtymistä minimoida luonnossa. Jos geeni siirtyy luon-
non mikro-organismeihin, se voi jäädä pidemmäksi ajaksi ympäristöön kuin 
GMM. Tämä vaikeuttaa geeniteknisesti muunnetun geenin valvontaa. Suurin osa 
mikrobeihin siirtyneistä geeneistä ei todennäköisesti hyödytä solua, vaan geeni 
häviää populaatiosta. On kuitenkin mahdollista, että muodostuu uusia, kilpailu-
kykyisiä geeniyhdistelmiä, joita muutoin ei luonnossa syntyisi. Tämä voi johtaa 
uusiin tai tehokkampiin tuhoeläimiin ja -kasveihin tai mikrobipopulaatioiden 
muuttumiseen siten, että luonnon alkuainekierrot häiriintyvät (Tiedje, 1987). Koska 
GMM:ia on usein vaikeaa pitää toimivina ympäristössä, on eräissä sovellutuksis-
sa ehdotettu, että geeniteknisesti muunnettuja geenejä siirrettäisiin plasmidien 
avulla suoraan kohdeympäristön mikro-organismeihin, jotka valmiiksi ympäris-
töön sopeutuneina voisivat tehokkaammin suorittaa tietyn kemiallisen reaktion 
ympäristössä, jossa valintapaine on suuri. 
Geenien siirtymisfrekvenssi luonnossa on yleensä pieni, mikä johtuu eri la-
jeille ominaisista restriktioentsyymeistä ja esteistä muodostaa konjugaatiosiltoja, 
sekä bakteerien kyvyttömyydestä monistaa lajille tuntemattomia geenejä (Porter, 
1990). Luonnossa geenien siirtymistä tapahtuu ensisijaisesti sellaisessa ympäris-
tössä, jossa mikro-organismien pitoisuudet ja ravintomäärät ovat suuret. Näitä 
ympäristöjä ovat esimerkiksi kasvien juuristo (van Elsas et al., 1988; Lilley et al., 
1994) ja vihreiden osien pinnat (Powell et al., 1993; Björklöf et al., 1995), suolisto 
(Scott & Flint, 1995), biofilmit (Hill et al., 1994), sedimentit (Sandaa & Enger, 1994) 
ja jätevesi (Gealt et al., 1985; Lebaron et al., 1994). Vaikka geeninsiirrot ovat aktii-
visia, energiaa kuluttavia tapahtumia, on niitä raportoitu tapahtuvan myös use-
assa vähäravinteisessa ympäristössä, kuten juoma- ja merivedessä, joissa baktee-
ripitoisuudet ovat pieniä (Sandt & Herson, 1991; Goodman et al., 1993; Sörensen, 
1993). 
Merkkigeenin siirtymisen riski GMM:sta luonnon mikrobeihin vaihtelee riip-
puen käytetystä liittämismenetelmästä. Eniten on tutkittu geenien siirtymistä 
konjugatiivisten plasmidien avulla. Useat konjugatiiviset plasmidit monistuvat 
hyvin monessa eri bakteerilajissa. Esimerkiksi monet IncQ-, IncP- ja IncW-ryhmän 
plasmidit monistuvat useimmissa Gram-negatiivisissa bakteereissa. Geenin siir- 
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tymistä on myös havaittu Gram-negatiivisten ja Gram-positiivisten välillä (Cour-
valin, 1994) sekä bakteereista sieniin ja kasveihin (Woerse, 1987). Vaikka konjuga-
tiivisten plasmidien käyttöä luonnossa vältetään niiden suuren siirtymisriskin 
takia, luonnolliset konjugatiiviset plasmidit voivat siirtyä ympäristössä GMM:iin. 
Plasmidin siirtyessä GMM:sta uuteen vastaanottajasoluun on olemassa riski, että 
myös merkkigeeni siirtyy plasmidin mukana. Ei-konjugatiiviseen plasmidiin'tai 
kromosomien sijoitetut merkkigeenit voivat myös pienellä todennäköisyydellä 
siirtyä muihin mikro-organismeihin plasmidien välityksellä. Osa ei- konjugatii-
visista plasmideista sisältää mob-geenejä, jotka laboratorio-oloissa saavat aikaan 
niiden samanaikaisen siirtymisen konjugatiivisen plasmidin kanssa (Sandt & 
Herson, 1991; Lebaron et al., 1994; Hill et al., 1994). Eräät konjugatiiviset plasmi-
dit siirtävät osan kromosomista mukanaan vastaanottavaan soluun (Porter, 1991). 
Kun GMM:n kromosomfin lisättiin mob-geeni, todennäköisyys, että IncPl- ryh-
män konjugatiivinen plasmidi siirtäisi IacZY- merkkigeeniä samaa bakteerikan-
taa olevaan vastaanottajaan, oli yksi joka 106-10 vastaanottajasolua kohti (Fedi et 
al., 1996). On myös havaittu, että IncP- plasmidin konjugoituessa voi vastaanotta-
jasolusta siirtyä kromosomaalisia geenejä luovuttajasoluun sekä konjugaatiossa 
saman lajin sisällä että eri lajien välisessä konjugaatiossa (Mergeay et al., 1987). 
Toisaalta ei ole voitu osoittaa kolmen, kromosomissa etäällä toisistaan sijoitetun 
merkkigeenin siirtymistä toisiin mikrobeihin kasvien juuristossa tai lehdillä (Bai-
ley et al., 1995). 
Kuolleista GMM:sta vapautuva DNA voi siirtyä luonnon mikrobeihin trans-
formaation avulla. Myös jotkut bakteerilajit voivat aktiivisesti luovuttaa kromo-
somaalista ja plasmidi- DNA:ta (Lorenz et al, 1991). Vapaa plasmidi- DNA säilyi 
maassa useita viikkoja ja biologisesti toimivia plasmidejä voitiin eristää 60 päivää 
lisäyksen jälkeen (Romanowski et al., 1993). Vapaan DNA:n stabiilisuutta voidaan 
osittain selittää sillä, että se maassa kiinnittyi hiekkaan, joka suojaa DNA:ta nu-
kleaasientsyymien pilkkomiselta (Lorenz et al., 1992). Merivedessä kymmenen 
prosenttia luonnon kannoista pystyi vastaanottamaan ja ilmentämään lisättyä plas-
midi-DNA:ta ja 14 prosenttia ilmensi lisättyä homologista kromosomaalista DNA:ta 
(Frisher et al., 1994). Merestä eristetty Vibrio- kanta vastaanotti homologista kro-
mosomi-DNA:ta tehokkaammin kuin plasmidi-DNA:ta (Frischer et a1.,1990). Poh-
javeden hiekkaan tarttunut kromosomaalinen DNA siirtyi vastaanottajakantaan 
yhtä tehokkaasti kuin vapaa DNA (Chamier et al., 1993). 
Transduktion avulla bakteriofaagin on osoitettu siirtävän geenejä bakteeris-
ta toiseen. Siirrettävät geenit voivat olla joko plasmidi- tai kromosomaalista-
DNA:ta, mutta proteiinikuoren rajoitetun koon taltia vain muutama prosentti 
bakteerien perimästä siirtyy (Kokjohn, 1989) . Lisäksi bakteriofaagit ovat hyvin la-
jispesifiä ja pystyvät siksi siirtämään DNA:ta vain lähisukuisten bakteerien välil-
lä. Makeassa vedessä transduktion avulla kromsomaalinen ja plasmidi-DNA siir-
tyi samalla frekvenssillä (Saye 1987; 1990). Transduktiota on osoitettu tapahtuvan 
myös kosteilla kasvien pinnoilla (Kibambi et al., 1994). 
Luonnossa esiintyy niin monenlaisia geeninsiirtotapoja, että riskiä muun-
nettujen geenien siirtymiselle lienee vaikea välttää. Myös kromosomaalinen DNA 
voi siirtyä luonnossa, mutta vastaanottajasoluissa on oltava homologinen osa 
DNA:ta, jotta siirretty DNA sulautuisi genomiin ja pysyisi solussa. Siirtymisen 
riski varsinkin kromosomaalisesti merkittyjen geenien kohdalla ei ole suuri, mut-
ta riski kasvaa, kun suuria määriä bakteereita päästetään ympäristöön (Gustafs-
son & Jansson, 1993). Erilaisia itsemurhageenejä on valmisteilla muokattujen gee-
nien toiminnan estämiseksi GMM:n ulkopuolella (Atlas, 1992; Jensen et al., 1993) 
tai koko GMM:n inaktivoitumiseksi tarkoitusalueen ulkopuolella (Contreras et 
al., 1991). On kuitenkin ensisijaisen tärkeää, että GMM tunnetaan mandollisem-
man tarkasti, eikä haitallisia geenejä käytetä, jotta ympäristöriski saadaan mini-
moitua. 
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DNA:n seuranta merKKIgeenien 
avulla 
...................................................... . 
Geeniteknisesti muunnetun mikro-organismin sisältämän perimäaineksen koh-
taloa ympäristössä voidaan tutkia käyttäen hyväksi organismille ominaista DNA-
sekvenssiä. Tämä voi olla osa organismin geenitekniikalla muunnettua geeniä, 
fenotyyppinen merkkigeeni, jota seurataan genotyyppisesti tai erikseen lisätty 
genotyyppinen merkkigeeni, jota solu ei ilmennä. Määrittämällä tietyn DNA- sek-
venssin määrää luonnossa saadaan tietoa solujen kokonaismäärästä, mutta myös 
kuolleiden solujen vapautunut tai muihin organismeihin siirtynyt DNA mitataan. 
Siksi genotyyppisellä määrityksellä ei voida suoraan tutkia kantojen biologista 
aktiivisuutta luonnossa. Tietyn geenin aktiivisuutta luonnossa voidaan tutkia myös 
epäsuorasti määrittämällä, miten paljon muunnetulle geenille ominaista RNA:ta 
näyte sisältää (Pichard & Paul, 1991). 
Fenotyyppisestä merkkigeenianalyysistä poiketen genotyyppisessä analyy-
sissa uutetaan DNA tai RNA näytteestä, jonka jälkeen tutkittava geeni havannoi-
daan leimattujen koettimien avulla tai monistamalla PCR:llä. Molekyylibiologiset 
määritykset nostavat tutkimuksen hintaa, koska ne vaativat usein epäpuhtauksi-
en tarkan poiston, entsyymikäsittelyjä sekä sekvenssitietoa tutkittavasta geenis-
tä. 
4.1 Nukleiinihappojen eristäminen ympäristöstä 
Nukleiinihappoja voidaan eristää ympäristöstä joko eristämällä mikro-organis-
mit ennen nukleiinihappojen uuttoa tai uuttamalla nukleiinihapot suoraan näyt-
teestä. Vesinäytteistä DNA:n uutto on yleensä helppo, mutta maa- ja sedimentti-
näytteissä ongelmia muodostuu humusaineista ja savipartikkeleista (Bej et al., 
1990; Steffan & Atlas, 1991). Kaiken DNA:n ei uskota vapautuvan nykyisin käyte-
tyillä menetelmillä (Stahl & Kane, 1992). DNA-saannot olivat jopa 70 kertaa suu-
remmat suoralla uutolla maasta ja sedimenteistä verrattuna menetelmään, jossa 
mikro-organismit eristettiin näytteestä ennen uuttoa. Näytteissä esiintyi kuiten-
kin enemmän epäpuhtauksia (Steffan et al., 1988). Humusaineiden on todettu 
estävän PCR-reaktiossa käytettävää Taq-polymeraasin toimintaa (Tsai & Olson, 
1992), DNA-DNA- hybridisaatiota, DNA:n pilkkomista restriktioentsyymeillä sekä 
puhdistetun DNA:n transformaatiota (Tebbe & Vahjen, 1993). Myös savimineraa-
lit estävät joidenkin restriktioentsyymien toiminnan. Orgaanisia aineita pysty-
tään poistamaan näytteistä polyvinyylipyrrolidonin (PVPP) avulla ilman DNA-
saannon huononemista. Fraktioihin jaetun DNA:n kalvolle siirtämisessä ja PCR-
määrityksessä on nukeliinihapon oltava erittäin puhdas. Nestemäisen näytteen 
ja pesäkkeiden suora hybridisaatio sallivat enemmän epäpuhtauksia (Steffan et 
al., 1989; van Elsas & Waalwijk, 1991; van Elsas et al., 1991). Vaikka menetelmiä 
DNA:n uuttamiseksi maasta ja sedimentistä kehitellään jatkuvasti (Pillai et al., 
1991; Dijkmans et a1.,1993; More et al., 1994; Watson et a1.,1995), ovat ympäristös-
tä peräisin olevat inhiboivat aineet edelleen ongelma tutkittaessa kooltaan pieniä 
bakteeripopulaatioita (Watson et al., 1995). Puhdistusmenetelmän optimointiin 
vaikuttavat maaperän laatu, eristettävä nukleiinihappo ja mikro-organismi, josta 
nukleiinihappo eristetään (Henschke et al., 1991; Dijkmans et al., 1993; Leser, 1995). 
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Genotyyppisessä seurannassa ympäristön yhdisteet haittaavat määrityksiä 
sitomalla nukleiinihappoja ja esiintymällä vaikeasti puhdistettavina epäpuhta-
uksina näytteessä. Näytteen epätäydellinen puhdistus vaikeuttaa kvantitatiivista 
määritystä varsinkin runsaasti orgaanista ainesta sisältävistä näytteistä ja nostaa 
samalla määritysrajaa. Genotyyppisten merkkigeenianalyysien määritysmenetel-
mien huolellisella optimoinnilla on kuitenkin onnistuttu laskemaan määritysra-
jat hyvin alhaisiksi. Tämä osoittaa genotyyppisten merkkigeenien käyttökelpoi-
suuden riskianalyysissä. 
4.2 Koettimien käyttö 
Koettimet ovat lyhyitä DNA-sekvenssejä, jotka sitoutuvat hybridisaatiossa näyt-
tessä oleviin homologisiin nuklelinihapposekvensseihin. Koetin leimataan sig-
naalimolekyylillä, joka on helppo osoittaa. Näin tutkittava sekvenssi voidaan tun-
nistaa suuren tausta-DNA:n joukosta. Yleisin käytetty signaalimolekyyli on ollut 
radioaktiivinen fosfori (32P), mutta uusien menetelmien myötä väri- ja valosig-
naalien käyttö on yleistymässä. Vaikka ei-radioaktiiviset leimat ovat vähemmän 
herkkiä kuin radioaktiiviset, myös ei-radioaktiivisten leimojen avulla päästään 
alhaisiin määritysrajoihin. Maasta eristetylle DNA:lle määritysraja oli 10 pg mää-
ritettäessä koetin joko kolorimetrisesti tai kemiluminesenssin avulla (Saano & Lind-
ström, 1992). 
Steffan et al., (1989) seurasivat P. cepacia- ja Alcaligenes- kantojen pysyvyyttä 
makeassa vedessä käyttäen koettimina kahta eri kokoista 32P-leimattua DNA -sek-
venssiä, joiden kohdesekvenssi esiintyi solussa eri kopiomääränä. Koettimen teho 
parani, kun koetin oli lyhyt ja homologisten sekvenssien lukumäärä kohdeorga-
nismissa oli suuri. P. fluorescens- bakteeria seurattiin maassa kromosomiin lisätyn 
668 emäsparin kokoisella pat-merkkigeenillä. Tämä geenin osa on eristetty peru-
nasta eikä se normaalisti esiinny maaperän mikrobipopulaatiossa. Pelkkää 32P-
hybridisaatiota käyttäessä määritysraja oli korkea (106 pmy grammassa kuivaa 
maata), mutta vahvistettaessa seurattavan geenin signaalia PCR:llä, saatiin mää-
ritysrajaksi 104 solua grammassa kuivaa maata (van Elsas et al., 1991). Kohde-
DNA:n monistus oli tarpeen myös makeasta ja jätevedestä tehdyssä tutkimuk-
sessa, jotta ruohosta eristettyä 300 emäsparin sekvenssiä voitiin käyttää E. coli-
kannan merkkigeeninä. PCR:n avulla merkkigeeniä pystyttiin seuraamaan 14 
päivän kuluttua lisäyksestä, vaikka pesäkkeitä muodostavia soluja ei enää näyt-
teestä havaittukaan. Määritysraja oli alle 105 pmy millilitrassa (Chaudhry et al., 
1989) . 
Pelkkä koettimien käyttö tunnistusmenetelmänä ei siis saavuttane samaa 
herkkyyttä kuin monet fenotyyppiset määritykset. Monistamalla ensin PCR:llä 
tutkittavaa geenisekvenssiä päästään kuitenkin usein huomattavaan herkkyyteen. 
4.3 Polymerase chain reaction (PCR) -menetelmä 
PCR- menetelmässä ennestään tunnettu geenisekvenssi toimii mallina eksponen-
tiaalisessa monistuksessa, jolloin hyvinkin pienet määrät merkkigeeniä voidaan 
havaita geelielektroforeesin ja/tai koettimen avulla. Hygieenisessä vesianalyysis-
sä PCR:n ja radioaktiivisen koettimen avulla tutkittiin koliformien kokonaismää-
rää lacZ-geeniä monistamalla ja suolistoperäisten koliformien osuutta gusA-gee-
niä monistamalla. Menetelmän avulla pystyttiin määrittämään viisi solua tai 10 fg 
DNA:ta 100 millilitrassa jokivettä. Vaikka menetelmän määritysraja ei ollut pie-
nempi kuin maljoilla viljeltävien solujen määritysraja, oli menetelmä nopeampi 
ja parempi, koska sillä onnistuttiin määrittämään myös ei-kasvatettavia soluja (Bej 
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et al., 1990; 1991a). Kun näytteitä rikastettun suodattamalla, pieneni määritysraja 
yhteen soluun tai yhteen fg:aan DNA:ta 100 millilitraa kohti (Bej et al., 1991b). 
Yksi bakteerisolu sisältää noin yhdeksän fg DNA:ta (Sambrook et al., 1989). 
P. cepacia -kantaa seurattiin maassa käyttäen solussa noin 20 kertaa esiinty-
vää geenisekvenssiä PCR-reaktion kohdesekvenssinä. Uuttamalla DNA suoraan 
maasta pystyttiin löytämään yksi solu grammassa sedimenttiä, jossa oli 10" luon-
non bakteeria (Steffan & Atlas, 1988). Käyttäen toista useasti genomissa esiinty-
vää 16S ribosomaalista RNA:ta koodaavaa geeniä kohdesekvenssinä, E. coli-bak-
teerin määritysraja PCR:ssä oli alle 103 solua grammassa sedimenttiä ja alle 5x102 
solua grammassa maata (Tsai & Olson, 1992). Kun solut eristettiin maasta ennen 
DNA:n uuttoa seurattaessa Rhizobium- kantaa kerran genomissa esiintyvän Tn5 
merkkigeenin avulla, oli määritysraja yhdestä kymmeneen pmy grammassa maata 
(Pillai et al., 1991). Toisaalta, seurattaessa P. fluorescens- kantaa hyönteisen ulos-
teessa oli määritysraja noin 103 solua grammassa ulostetta. Tässä tutkimuksessa 
maijalla viljeleminen oli herkempi määritysmenetelmä kuin PCR:n käyttö (Clegg 
et al., 1994). 
E. coli- solujen määritysraja oli 20 fg DNA:ta ja viisi solua grammassa maata, 
kun seurattava geeni oli monikopioplasmidissa. Merkkigeeniä ei löydetty maasta 
neljän viikon kuluttua bakteerilisäyksestä (Henschke et al., 1991). Toisaalta PCR:n 
avulla osoitettiin, että Alcaligenes- bakteerin merkkigeeni pysyi maassa, vaikka 
kanta ei enää pystynyt kasvamaan maijalla (Dijkmans et al., 1993). P. fluorescens-
kannan merkkigeeni oli seurattavissa maassa viisi kuukautta lisäyksen jälkeen, 
vaikka pesäkkeitä muodostavia soluja ei ollut osoitettavissa (Smalla et al., 1993). 
Myös E. coli- bakteerin DNA:ta havaittiin PCR:n avulla, vaikkei näytteestä edes 
immunofluoresenssilla pystytty havaitsemaan kokonaisia soluja. Siksi arveltiin, 
että tunnistettu DNA oli vapaassa muodossa, joka säilyi maassa ainakin 40 päivää 
(Recobert et al., 1993). 
PCR:n avulla voidaan GMM:a seurata vielä sen jälkeen, kun organismi on 
muuttunut maljoilla ei-kasvatettaviksi eikä organismia voida fenotyyppisesti 
määrittää. Muunnetut geenit voivat olla läsnä näytteessä toimintakyvyttömien 
tai kuolleiden solujen muodossa, vapaana DNA:na tai luonnon organismeihin 
siirtyneinä. PCR:n tehokkuuden takia väärien positiivisten tulosten riski on suu-
ri. Siksi tulisi aina kontrollinäytteiden avulla varmistua siitä, että tulos on luotet-
tava. 
4.3.1 Kvantitatiivinen PCR 
Pitkään arveltiin, että PCR ei sovellu kvantitatiiviseksi määritysmenetelmäksi. 
Tämä johtuu siitä, että nukleiinihapot monistuvat eksponentiaalisesti PCR:ssä, 
joten hyvin pienet erot reaktion muuttujissa eri näytteiden välillä vaikuttavat rat-
kaisevasti lopputuotteen määrään. PCR:än perustuvalla kvantitatiivisella MPN-
menetelmällä on määritetty 10-10$ A. tumefaciens-bakteerin solua grammassa maata 
(Picard et al., 1992). MPN-menetelmässä tarvitaan määrityksiin suuri määrä rin-
nakkaisnäytteitä. Koska rinnakkaisnäytteiden monistus ei välttämättä tapahdu 
tarkasti samalla tehokkuudella, PCR:ään perustuvaa MPN-menetelmää ei pidetä 
luotettavana. 
Edellä kuvatut ongelmat voidaan välttää käyttämällä PCR tekniikkaa, jossa 
näytteeseen lisätään tunnettu määrä sisäistä standardia. Standardin monistumi-
nen rinnakkain tutkittavan sekvenssin kanssa riippuu samoista reagensseista, 
fysikaalisista oloista ja epäpuhtauksista kuin tutkittavan merkkigeenin. Standar-
disekvenssi monistuu siksi yhtä tehokkaasti kuin tutkittava geeni. Standardisek-
venssin eri laimennoksia lisätään näytteeseen ja kohdegeenin PCR tuotteen mää-
rää verrataan sisäiseen standardin määrään reaktion jälkeen. Jotta geenit erotet- 
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taisiin elektroforeesissa, on kilpailevan geenin oltava eri kokoinen kuin kohde-
geeni tai siinä on oltava restriktiokohta, joka puuttuu kohdegeenistä (Steffan & 
Atlas, 1991). Menetelmä ei vielä ole yleisessä käytössä, mutta kilpailevaa sisäistä 
standardia on käytetty Pseudomonas spp.- solujen määrittämiseen kvantitatiivises-
ti merivedestä, johon oli lisätty 10-'-104 solua millilitraan (Leser, 1995). On toden-
näköistä että menetelmä yleistyy tulevaisuudessa. 
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MMkrokitoiminnan seuranta 
merkkiigeeniien avulla 
Elävien GMM:ien toimintaa voidaan seurata merkkigeeneillä, jotka antavat orga-
nismille uuden, näkyvän ominaisuuden, joka ei esiinny luonnollisesti ympäris-
tön mikro-organismeissa. Liitettäessä fenotyyppistä merkkigeeniä uuteen isäntä-
organismlin on varmistuttava siitä, että solu pystyy tuottamaan merkkigeenistä 
toimivan proteiinin, joka voidaan mitata. Nämä merkkigeenit aiheuttavat solulle 
energeettisen taakan useammin kuin lyhyet genotyyppiset merkkigeenit. Ne 
kuvaavat GMM:n osapopulaatiota, joka on aktiivisessa toiminnassa ja siksi vai-
kuttaa tehokkaammin ympäristössä. Useimmat valikoivat merkkigeenit voidaan 
määrittää vain laboratoriokasvatuksen jälkeen, mutta ei-valikoivia merkkigeene-
jä voidaan määrittää myös ilman kasvattamista. Määritykset ovat usein yksinker-
taisia suorittaa, vaikka pienien solumäärien määritys usein vaatiikin herkän lait-
teiston. 
5. l Antibioottiresistenssiä koodaavat merkkigeenit 
Geeniteknisesti muunnettuja mikro-organismeja on seurattu ja tunnistettu anti-
biootiresistenttisyyttä koodaavien merkkigeenien avulla jo pitkään. Merkkigee-
nit on helppo valmistaa joko spontaanimutaatioiden avulla tai luonnossa esiinty-
vien, plasmidissa tai transposoneissa sijaitsevien merkkigeenien avulla. Menetel-
män suuri valikoiva vaikutus kasvatettaessa organismeja maljoilla on tehnyt me-
netelmästä suositun. Se on usein standardikäytäntöä kloonauksessa laboratori-
oissa. Valikoivat merkkigeenit ovat tarpeellisia kloonauksessa, jotta GMM löydet-
täisiin suuren villityyppisen luonnon populaation joukosta. 
Antibioottiresistenssiä koodaavien merkkigeenien käyttö luonnossa on kui-
tenkin ongelmallista, sillä antibioottiresistenssigeenejä esiintyy yleisesti luonnon 
mikro-organismeissa. Vaikka antibioottiresistenttien kantojen määrä vaihtelee 
paikasta riippuen (Margee & Quinn, 1991), on lähes jokaisessa tutkitussa ympä-
ristössä havaittu suuri määrä luonnostaan antibioottiresistenttejä mikrobeja, jot-
ka haittaavat määrityksiä (Taulukko 1). On myös osoitettu, että pidemmän ajan 
kuluttua kaikkia näytteessä olevia GMM:ja ei voida määrittää maasta suoraan 
antibioottimaljoilla kasvattamalla, mikäli kantoja ei ensin elvytetä oloissa, jossa ei 
ole antibiootteja. Rhizobium-kanta, jonka plasmidissa oli kanamysiiniresistenssi-
geeni, ei enää 12 päivän kuluttua ilmentänyt geeniä maassa, vaikka geeni oli so-
lussa läsnä hybridisaatioanalyysin perusteella (Pillai & Pepper, 1991). Tämä voi 
johtua laboratoriokannan heikkenemisestä luonnossa niin, ettei se ilmentänyt re-
sistenssigeenejään ilman toipumista vähemmän rasittavalla alustalla (Devanas et 
al., 1986). Käyttämällä antibioottiresistenssigeenejä ympäristöissä, jossa luonnon-
tausta on alhainen, ihminen saastuttaa ympäristön kyseisellä merkkigeenillä ja 
voi siten edesauttaa merkkigeenin siirtymistä GMM:sta ihmiselle, hyötykasveille 
tai-eläimille haitalliseen organismiin. Riski riippuu yksittäisten resistenssigeeni-
en siirtymiskyvyistä, mutta antibioottiresistenssigeenien kokonaismäärä luonnossa 
vaikuttaa todennäköisyyteen. Kanamysiiniresistenssigeeniä on kuvattu turvalli-
seksi muunnettujen kasvien merkkigeeniksimuun muassa geenien alhaisen siir-
tymisriskin takia kasveissa sekä valintaedun puuttumisen takia luonnossa (Nap 
et al., 1992). Geeniteknisesti muunnettujen organismien riskin minimoimiseksi 
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Taulukko I. Esimerkkejä kirjallisuudessa esitetyistä luonnollisten antibioottiresistenttien bakteerien määristä. 
Antibiootti 
Maa- 
perä' 
pmy/g' 
Kasvien 
lehdet" 
pmy/g 
Makea 
vesi` 
%g 
Meri- 
ves id 
%g 
Suolisto,  
pmy/g` 
Streptomysiini I,6x10' 6,3x101 9 39 nd 
Spektinomysiini 2,8x10' nd nd nd nd 
Kanamysiini 2,3x105 < 50 33 1,3x10' 
Ampisilliini 1,4x105 1,9x10' 18 nd I,0x10,  
Sulfonamidi 1,4x105 nd nd 38 1,4x104 
Kloramfenikoli 2,3x104 nd 11 13 3,9x10' 
Tetrasykliini 1,0x104 5,5x101  6 76 1,3x105 
Gentamysiini 7,7x104 nd nd 14 nd 
Kanamysiini+Tetrasykliini 1,1x104 < nd nd nd 
' Schmidt et a1.,1991 	 määrät ilmoitettu kokonaismääränä pesäkkeitä muodostavia 
K. Björklöf, julkaisematonta tietoa 	 soluja per g 
Magee et a1.,1991 	 g määrät ilmoitettu prosentteina kaikista tutkituista kannoista 
"Aviles et a1.,1993 nd, ei määritetty 
Henschke et al., 989; Huysman et al. 1993 	< , alle määritysrajan (102). 
olisi tärkeää, ettei antibioottiresistenssigeenejä päästetä luontoon (Ford & Olson, 
1988; de Lorenzo & Timmis, 1992; Cebolla et al., 1993; Möller, et al., 1994), vaan 
suositaan muita tehokkaita valikoivia merkkigeenejä, joiden käyttö usein on yhtä 
helppoa kuin antibioottiresistenssiin perustuva merkkigeenien käyttö. 
Luonnollisista taustapopulaatioista huolimatta on antibioottiresistenssigee-
nejä käytetty yksin tai muihin merkkigeeneihin yhdistettyinä GMM:ien seuran-
nassa ympäristössä. Antibioottiresistenssigeenejä on käytetty sekä maa-, juuri- ja 
sedimenttituticimuksiin että makean ja suolaisen veden tutkimuksiin. Konjugaa-
tiota, transformaatiota ja transduktiota on myös tutkittu merkkigeenien näiden 
avulla. 
5.1.1 Siirtokelvolliset antibioottiresistenssid koodaavat 
merkkigeenit 
Siirtokelvolliset antibioottiresistenssimerkkigeenit ovat soluun lisättyjä geenejä, 
jotka tuottavat solulle aivan uusia entsyymejä. Nämä voivat estää tietynlaisten 
antibioottien, kuten kanamysiinin, ampisilliinin, streptomysiinin, tetrasykliinin 
tai gentamysiinin siirtymistä solukalvon läpi tai poistaa antibiootin myrkyllisyy-
den. Nämä antibioottimerkkigeenit lisätään soluun plasmidissa tai transposoni-
mutageneesin avulla (Trevors et al., 1990) ja niiden nukleiinisekvenssi tunnetaan. 
Tämä mahdollistaa myös genotyyppisen seurannan koettimien ja PCR:n avulla. 
Maassa on tavattu noin 104 streptomysiini-, kloramfenikooli- tai tetrasyklii-
niresistenttiä ja 101 kanamysuni-, ampisilliini-ja gentamysiiniresistenttiä pmy gram-
massa kuivaa maata. Tutkituista Salmonella- kannoista 95 prosenttia oli tetrasyklli-
niresistenttejä (Moririio et al., 1990). Taajamien pohjavesistä eristetyistä E. coli-
kannoista 87 prosentilla esiintyi antibioottiresistenttisyyttä (McKeon et al., 1995). 
Meriveden Gram-negatiiviset bakteerit olivat useimmiten resistenttejä amoksisil-
liinille, kefalotriinille ja tetrasykliinille ja Gram-positiiviset streptomysiinille, ka-
namysiinille ja sulfamidille (Aviles et al., 1993). Luonnolliset antibioottiresistens-
sigeenit ovat usein kytkettyjä niin, että samassa plasmidissa on geenit usealle an- 
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tibioottiresistenttisyydelle. Jopa 10 pmy grammassa kuivaa maata olivat monire-
sistenttejä kanamysiinille, ampisilliinille ja tetrasykliinille (Schmidt et al., 1991). 
Kotitalouksien jätevesistä ja merikaloista on eristetty suuri määrä moniresistent-
tejä E. coli- kantoja (Hassani et al., 1992; Silva & Hofer, 1993; Mezrioui & Baleux, 
1994). Jopa pullotetusta mineraalivedestä on löytynyt usealle antibiootille resis-
tenttejä bakteereja (Massa et al., 1995). Arvellaan, että lähivuosina kasvanut anti-
bioottiresistenttien organismien määrä johtuu antibioottien lisääntyneestä käy-
töstä, joka aiheuttaa valintapaineen helposti siirrettäville antibioottiresistenssiä 
koodaaville geeneille ympäristössä (Margee et al., 1991). 
5.1.2 Siirtokelvottomat antibioottiresistenssisyyttd koodaavat 
merkkigeenit 
Siirtokelvottomat antibioottiresistenssimerkkigeenit ovat fenotyyppisiä ominai-
suuksia, jotka voivat ilmentyä bakteerikannassa spontaanimutaatioiden avulla 
ilman geeniteknistä muokkausta. Tästä syystä ne ovat pysyvämpiä soluissa kuin 
kokonaisten geenien avulla lisätyt antibioottiresistenssiominaisuudet. Näitä kan-
toja ei voida seurata genotyyppisesti koettimien avulla, koska tarkkaa sekvenssiä 
mutaatioista ei ole (van Elsas et al., 1991). Useimmin käytettyjä siirtokelvottomia 
antibioottiresistenssimerkkigeenejä ovat rifampisiiniresistenssiä ja nalidiksiinihap-
poresistenssiä aiheuttavat mutaatiot (Drahos, 1991). Rifampisiiniresistenssi aiheu-
tuu mutaatiosta RNA polymeraasin (3 -yksikössä ja nalidiksiinihapporesistenssi 
johtuu DNA- gyraasin rakenteellisesta muutoksesta. Mutaatiot saavat aikaan sen, 
että solun muuttuneet entsyymit eivät enää reagoi antibiootin kanssa, eikä anti-
biootti pysty vaikuttamaan niiden toimintaan. Ongelma on se, että monet näin 
merkityt organismit muuttuvat myös muilta ominaisuuksiltaan, kuten patogee-
nisuudeltaan, kolonisaatiokyvyltään ja membraaniominaisuuksiltaan (Compeau 
et al., 1988). On myös osoitettu, että maassa pidetty rifampisiiniresistentti P. fluo-
rescens- kanta ei enää kasvanut rifampisiinilla (Compeau et al., 1988). Myös Rhizo-
bium- bakteerin luonnollinen antibioottiresistenttisyys muuttui maassa viidessä 
vuodessa (Lindström et al., 1990). 
Luonnollisten nalidiksiinihapporesistenttien ja rifampisiiniresistenttien bak-
teerien määrä vaihtelee eri ympäristöissä. Nalidiksiinihapporesistenttejä kantoja 
ei esiintynyt makean veden Salmonella- kannoissa (Morin.io et al., 1990), mutta 
jopa 39 prosenttia mineraaliveden eri lajien kannoista oli nalidiksiinihapporesis-
tenttejä (Massa et al., 1995). Rifampisliniresistenttien bakteerien määrä maassa 
voi olla jopa 105 solua grammassa (Drahos et al., 1986), mutta kasvien pinnoilla 
rifampisiiniresistenttien populaatioiden koko on yleensä pieni (Weller & Saettler, 
1978). 
Koska tämäntyyppisen antibioottiresistenssimerkkigeenien ilmentyminen 
aikaansaadaan kromosomissa tapahtuvan luonnollisen mutaation johdosta, omi-
naisuuden todennäköisyys siirtyä muihin organismeihin on pieni. Antibioottire-
sistenttigeenien kokonaismäärän pitämiseksi mandollisemman alhaisella tasolla 
olisi kuitenkin parempi käyttää muita valikoivia merkkigeenejä avoimessa käy-
tössä. 
5.2 Myrkyllisten aineiden sietokykyä nostavat 
merkkigeenit 
Lisäämällä isäntäorganismiin merkkigeeni, joka nostaa kannan sietokykyä tietyille 
myrkyllisille aineille, kuten kasvinsuojeluaineille tai raskasmetalleffle, voidaan 
GMM:a määrittää valikoivasti fenotyyppinsä perusteella. Tämän tyyppisten va- 
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likoivien merkkigeenien käyttö on turvallisempaa ympäristöseurannassa kuin 
antibioottiresistenttisyyttä koodavien geenien käyttö (Herrero et al., 1990). Onkin 
kehitetty kuljetusvektoreita, joissa Streptomyces- suvun tuottama bar- geeni koo-
daa resistenttisyyttä fosfinotrisinini-nimiselle kasvinsuojeluaineelle (Thompson 
et al., .1987). Pseudomonas- ja Salmonella- suvuista on eristetty glyfosaatti-herbisidil-
le igr- ja aro- resistenssigeenit (Fitzgibbon & Braymer, 1990; Comai et al., 1983). 
Enterobakteereista peräisin olevat ars- geenit koodaavat arseniittiresistenssiä 
(Chen et al., 1985). Serratia- suvusta on eristetty mer- geeni, joka parantaa solun 
elohopeasuolojen ja orgaanisen elohopean sietokykyä (Griffin et al., 1987). Luon-
nossa geenin siirtoa vastaanottajabakteereihin tai luonnonpopulaatioon on tut-
kittu lampi- ja jokivedessä plasmidissa sijaitsevan mer- geenin avulla (Bale et al., 
1987; Barkay et al., 1993). P putida- kantaa voitiin seurata fosfinotrisiiniresistens-
sin avulla maassa (Ramos et al., 1991). 
Myrkyllisten aineiden sietoa parantavat geenit on eristetty luorulonkannoista, 
joten tietyissä ympäristöissä voi luonnon bakteereissa esiintyä merkkigeeniä 
muistuttavia luonnongeenejä (Silva & Hofer, 1993; Aviles et al., 1993; Schmidt et 
al., 1991). On havaittu, että mikro-organismien luonnollinen mukautuminen ym-
päristösaasteisiin riippuu plasmidien koodaamista ominaisuuksista (Mergey et 
al., 1990). Usein sama bakteeri voi olla resistentti sekä antibiooteille ja raskasme-
talleille (Aviles et al., 1993). Jos geenit, jotka koodaavat näitä ominaisuuksia, sijait-
sevat samassa plasmidissa, voi esimerkiksi raskasmetalleilla tai kasvinsuojeluai-
neilla saastuneen ympäristön valintapaine aiheuttaa luonnonbakteereissa myös 
antibioottiresistenssigeenien yleistymistä. 
5.3 Muita valikoivia merkkigeenejä 
Geeniteknisesti muunnetulle mikro-organismille voidaan saada valintaetu labo-
ratoriokasvatuksissa myös lisäämällä soluun geeni, joka mahdollistaa epätavalli-
sen aineen käytön ravinteina tai kasvun ilman lisättyjä hivenaineita. Esimerkiksi 
Lactococcus lactis- bakteerista eristettyä thyA- geeniä on ehdotettu merkkigeeniksi 
ympäristöseurantaa varten (Ross et al., 1990). Tämä geeni muuttaa kantoja niin, 
että ne pystyvät kasvamaan alustalla, jossa tymidliniä on vähän. Menetelmä toi-
mii kloonauksessa, mutta koska ympäristössä esiintyvien taustabakteerien tymi-
diinivaatimukset voivat vaihdella paljon, on sen käyttäminen luonnon näytteis-
sä kyseenalaista. 
Lupaava merkkigeeni on Agrobacterium tumefaciens- bakteerin Ti- plasmidis-
ta eristetty moc- geeni. Tämä geeni antaa kannalle kyvyn käyttää mannopiiniä ja 
agropiiniä ainoina hiilen-, typen- ja energian lähteinä. Luonnossa nämä yhdis-
teet ovat erittäin harvinaisia ja vain eräät Agrobacterium- kannat tuottavat niitä 
muodostaessaan kasvaimia kasveissa. Tästä syystä luonnon mikrobit Agrobacteri-
um- lajia lukuunottamatta harvoin pystyvät käyttämään näitä hiiliyhdisteitä. Se-
lektiomaljoilla pystyttiin merkitty P. fluorescens- kanta määrittämään jopa 108:n 
muun bakteerisolun läsnäollessa ja merkkigeeniä pystyttiin seuraamaan geno-
tyyppisesti PCR:n avulla (Hwang & Farrand, 1994). Toinen samaan valintaperi-
aatteseen perustuva merkkigeeni, joka myös on nimetty moc-geeniksi, on eristet-
ty Rhizobium- bakteerista (Rossbach et al., 1995). Tämän geenin valikoiva vaikutus 
perustuu ritsopiini-ravintoaineen käyttöön ainoana hiilenlähteenä. On toderulä-
köistä, että tämäntyyppisten merkkigeenien käyttö yleistyy sitä mukaa, kun uu-
sia, harvinaisia ominaisuuksia omaavia mikro-organismeja eristetään. 
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5.4 Kolorimetriset merkkigeenit 
Kolorimetriset merkkigeenit ovat fenotyyppisiä merkkigeenejä, jotka koodaavat 
isäntäorganismissaan uusia entsyymejä, joiden katalysoiman reaktion lopputuo-
te on värillinen. Geenituote havannoidaan maljoilla kasvatettavien pesäkkeiden 
tai kasvuliuoksen värin muutoksena substraattilisäykseri. jälkeen. Vaikka näillä 
merkkigeeneillä ei ole valikoivia ominaisuuksia, perustuu niiden määritys usein 
laboratoriokasvatukseen. Entsyymin kokonaismäärä voidaan mitata ELISA -me-
netelmällä tai proteiini-vasta-ainehybridisaatiolla ja entsyymitoimintaa voidaan 
mitata spektrofotometrisesti. Paljon käytettyjen lac-, xylE- ja gusA- geenien DNA-
sekvenssit tunnetaan, joten hybridisaatio- ja PCR- menetelmiä voidaan käyttää 
ko. geenien genotyyppiseen seurantaan (Leung et al., 1995; Nakai et al., 1983; 
Wilson et al., 1992). 
5.4.1 IacZY 
Escherichia coli:n lacZY-geenit koodavat R-galaktosidaasi- ja laktoosipermeaasi- ent-
syymejä. lacZ- geenin sisältävät bakteerit pystyvät hajottamaan X-Gal (5-kloro-4-
bromo-3-indolyyli R-D-galaktopyranosidia)-substraattia, jonka hajoamistuote on 
sininen. Kun soluun lisättiin lacZY geeni, kanta pystyi käyttämään laktoosia aino-
ana hiilenlähteenään yhtä tehokkaasti kuin glukoosia. Solut muuttuivat sinisiksi, 
kun bakteereita kasvatettiin alustalla, joka sisälsi X-gal:ia (Drahos et al., 1986). 
Fluoresoivilta Pseudomonas- kannoilta puuttuu kyky tuottaa P-galaktosidaa-
sia ja siten myös kyky kasvaa laktoosilla. Tästä syystä lacZY:ä on käytetty merkki-
geeninä tunnistettaessa lisättyjä fluoresoivia Pseudomonas- bakteereita maanäyt-
teistä (Drahos et al., 1986). Useimmissa sovellutuksissa on käytetty määritysme-
netelmiä, jotka vaativat solujen kasvattamista laboratoriossa. P. aureofaciens- bak-
teerin siirtymistä maassa tutkittiin lacZY- merkkigeenien avulla. Määritysraja oli 
100 pmy grammassa maata (Gillespie et al., 1995). P fluorescens-bakteeria pystyt-
tiin seuraamaan kuukauden ajan sokerijuurikkaan juuristossa lacZY- merkkigee-
nin avulla (Fedi et al., 1996). Yhdistelemällä kanamysiiniresistenttisyyttä ja lacZY-
merkkigeenejä pystyttiin P. aeruginosa- kantaa seuraamaan maassa kolmen kuu-
kauden ajan. Jopa kuivassa maassa eläviä soluja oli noin 100 pmy grammassa 
maata (Höfte et al., 1990). Määritysraja oli 10 pmy grammassa maata. Jokivedessä 
näiden lajien selviytyminen vaihteli niin, että P. aeruginosa- kannan pesäkkeitä 
muodostava solumäärä pieneni alle määritysrajan, joka oli 10 pmy millilitrassa 
vettä. P. aureofaciens- kannan populaatio sen sijaan kasvoi ja oli 30 päivän jälkeen 
noin 30 prosenttia bakteerien kokonaismäärästä (Leung et al., 1995). Myös lacZ-
merkityn Azospirillium- typensitojabakteerin asettumista juuristoon voitiin seura-
ta tarkastelemalla sinisiä bakteerisoluja juurten pinnalla X-gal-käsittelyn jälkeen 
(Katupitiya et al., 1995). Toisessa tutkimuksessa P. aeruginosa- kannan seuranta 
lacZY- merkkigeenin avulla puolestaan epäonnistui, koska jopa 42 prosenttia luon-
nonpopulaatiosta maassa pilkkoi X-gal:ia (Flemming et a1., 1994a). Onkin osoitet-
tu, että luonnollisia lac-geeniä sisältäviä, laktoosia hiilenlähteenä käyttäviä bak-
teereita löytyy ainakin aktiivilietteestä, maasta ja kasveista (Okamura et al., 1983; 
Drahos et al.,1986; Wilson,1995). 
Rifampisiini- ja nalidiksiinihapporesistentin ja lacZY-geenillä leimatun P. ae-
ruginosa- kannan asettumista ja leviämistä luonnossa tutkittiin tarkasti valvotussa 
kenttäkokeessa USA:ssa vuonna 1991 (Kluepfel et al., 1991). Kantaa seurattiin kas-
vattamalla maijalla, joka sisälsi valikoivina tekijöinä rifampisiinia ja nalidiksiini-
happoa, laktoosia hiilenlähteenä sekä kolorimetriseen tunnistukseen X-gal:ia. 
Varotoimina aluetta ympäröi aita ja kasviton alue. Myös valumavedet kerättiin 
talteen, kaikki tarvikkeet desinfektoitiin, ja työntekijät vaihtoivat vaatteensa en- 
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nen aiueeita poisturrusta. loaetnm, etta maan pinnace usatty Kanta siirtyi sivu-
suunnassa enemmän korkeintaan 18 senttimetriä ja pystysuorasti juuriston mu-
kana noin 30 senttimetriä lisäyskohdasta. Kromosomissa sijaitsevan merkkigee-
nin siirtymistä luonnonpopulaatioon ei todettu 10 tutkitussa luonnonkantaises-
sa bakteerissa hybridisaatiotutkimusten perusteella. Kanta käyttäytyi kaiken kaik-
kiaan hyvin samankaltaisesti kuin kasvatushuoneessa. 
MPN- menetelmällä kyettiin määrittämään 10 solua grammassa maata lacZY-
kanamysiiniresistenttisyys- ja xylE- merkkigeenejä yhdistelemällä (de Leij et al., 
1993). Näitä ominaisuuksia hyödynnettiin P fluorescens - kannan seuramisessa 
kenttäkokeessa Iso-Britanniassa 1993-1994 (de Leij et al., 1995; Thompson et al., 
1995a). Tutkimuksessa sekä villikanta ja GMM aiheuttivat muutoksia kasvien juu-
ristossa ja lehtien pinnoilla olevissa bakteerikannoissa, mutta muutokset olivat 
ohimeneviä. Kanta säilyi elossa paremmin kuin oli odotettavissa mikrokosmos-
kokeiden perusteella (Thompson et al., 1995b). GMM:n asettuminen luontoon 
vaihteli jopa 10000 kertaa eri vuosina. Siemeniin lisättyä GMM:a löydettiin maas-
ta satunnaisesti 10 senttimetrin syvyydeltä ja pellon rikkakasveista. GMM:a ei 
löydetty ympäristön hyönteisistä, eikä leviämistä tapahtunut ilman kautta soke-
rijuurikaspellolla. Vehnäpellolla sensijaan GMM:n todettiin siirtyvän noin kaksi 
metriä lisäyskohdasta, minkä arveltiin johtuvan maaperän suuresta vesipitoisuu-
desta. Seuraavan kasvukauden alussa GMM:a ei havaittu monivuotisten kasvien 
juurista eikä lehdiltä, mutta sattumanvaraisesti ja ohimenevästi uusista kasveista. 
Pelkän lacZY-geenin käyttö merkkigeeninä riippuu paljon kohdeympäris-
tön luonnonmikrobeista. Geenin tuoma valintaetu kasvatettaessa soluja laktoo-
silla ei näytä olevan tarpeeksi valikoiva ympäristönäytteitä tutkittaessa. Menetel-
män soveltuvuus ja tehokkuus lisääntyy, kun merkkigeeniä yhdistellään muihin 
tehokkaampiin valikoiviin merkkigeeneihin. lacZY-geenin salliminen käytettäväksi 
avoimessa ympäristössä osoittaa riskin tämän merkkigeenin suhteen olevan pie-
ni. Seuraamalla näitä koekenttiä pidempään saadaan tärkeää lisätietoa mahdolli-
sista odottamattomista haittavaikutuksista. 
5.4.2 xyIE 
Pseudomonas putida- kannan TOL-plasmidista pWWO on eristetty xylE-geeni, jonka 
geenituote on katekoli 2,3-dioksigenaasi. Tämä entsyymi muuttaa värittömän ka-
tekolin keltaiseksi lopputuotteeksi. Värinmuutos saadaan aikaan suihkuttamalla 
substraattia bakteerikasvuston positiivisten pesäkkeiden päälle. Entsyymi inakti-
voituu hapen vaikutuksesta, joten spektrofotometrinen entsyymiaktiivisuusmit-
taus kertoo vain solunsisäisen entsyymimäärän. Vertaamalla entsyymin kokonais-
määrää ELISA -määrityksessä entsyymiaktivisuuteen voidaan verrata kokonais-
ten ja rikkoutuneiden solujen määrä näytteessä (Prosser, 1994). xylE- geeniä on 
käytetty merkkigeeninä useassa Gram-negatiivisessa bakteerissa (Winstanley et 
al., 1989). Entsyymin teho vaihtelee sekä käytetyn promoottorin mukaan että isän-
täorganismin mukaan. Toiminta on aktiivisempaa Pseudomonas- ja Acinetobacter-
bakteereissa kuin enterobakteereissa (Morgan et al., 1989; Wistanley et al., 1991). 
Luonnonpopulaatioiden omat xyl-geenit voivat rajoittaa xylE- geenin käyttöä 
GMM:ien seurannassa eräissä maaperissä (Wipat et al., 1991). 
Kun P putida- kantaa seurattiin järvivedessä xylE- geenin avulla (Morgan et 
al., 1989), oli entsyymin kokonaismäärän määritysraja ELISA- menetelmällä mi-
tattuna noin 103 pmy millilitraa vettä kohden ja spektrofotometrisesti mitattuna 
5x103 pmy millilitraa kohden. Kasvattaminen maljoilla oli kuitenkin herkin mää-
ritystapa (määritysraja 10 pmy). Entsyymitoiminta ei ollut verrannollinen bak-
teerimäärään, sillä 10-kertainen bakteerilisäys kasvatti aktiivisuuden vain viisin-
kertaiseksi. 
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Gram-positiivisessa Bacillus sphaericus- bakteerissa xylE- geeniä ilmennettiin 
vektoriplasmidin promoottorin alaisena (Taylor & Burke, 1991). Toisessa Gram-
positiivisessa Streptomyces lividans- bakteerissa katekoli 2,3-dioksigenaasin toiminta 
ei ollut yhtä tehokasta kuin Gram-negatiivisissa kannoissa (Wipat et al., 1991) ja 
geenin säännöstelty ilmentyminen onnistui huonosti. Toisaalta todettiin, että xylE 
-geeni säilyi 80 päivää isäntäorganismin itiöissä maassa. 
xylE:tä on käytetty useassa Gram- negatiivisessa ja Gram- positiivisessa bak-
teerikannassa, joten sen käyttö merkkigeeninä saattaa olla tehokkampaa kuin 
lacZY- geenin, jota toistaiseksi on käytetty vain Pseudomonas- lajien tunnistukseen. 
Lisäksi xylE- geenin ilmentämistä on tutkittu myös entsymaattisesti, mikä mah-
dollistaa määrityksen ilman laboratoriokasvatusta. On todennäköistä, että myös 
lacZY- geeni voidaan tunnistaa vastaavilla menetelmillä, vaikka siitä ei vielä ole 
raportoitu. xylE- geenin sisältävien GMM:ien käyttö on sallittu avoimessa ympä-
ristössa yhdistettynä lacZY- ja antibioottiresistenttigeenien kanssa (de Leij et al., 
1995; Thompson et al., 1995a). 
5.4.3 gusA 
E. coli- bakteerin gusA- (ennen uidA; Wilson et al., 1994) geenin protelinituote 
I —glukuronidaasi hajottaa erilaisia R-D-glukuronideja. Kun substraatiksi valitaan 
esimerkiksi p-nitrofenyyliglukuronidi tai 5-bromo-4-kloro-3-indolyyli-(3-D-glu-
kouronidi, on reaktiotuote värillinen (Wilson, 1994). Jos substraatiksi sen sijaan 
valitaan 4-metyyli umbelliferyyli-glukuronidi, on tuote fluoresoiva (Robinson, 
1984). Glukuronihappoa esiintyy suolistossa, joten geeni on yleinen kliinisissä 
bakteerikannoissa. Yli 90 prosenttia E. coli-, yli 50 prosenttia Shigella- ja Enterobac-
ter-, sekä kymmenen prosenttia Streptococcus- kannoista ilmentää tätä geeniä. Ym-
päristön E. coli- kannoista yli 90 prosenttia oli positiivisia. Ympäristön muissa mik-
robiryhmissä kuten Pseudomonas-, Agrobacterium-, Rhizobium- ja Bradyrrhizobium-
lajeissa geeni näytti olevan harvinaisempi (Hansen & Yourassowsky, 1984; Perez 
et al., 1986; Wilson et al., 1992). 
Vaikka taustaa on raportoitu maasta ja kasveilta, on gusA- geeniä käytetty 
Rhizobium -bakteerien seurannassa kasvien juuristossa. Rhizobium- kannan nysty-
ränmuodostusta on seurattu värireaktion avulla ilman laboratoriokasvatuksia 
(Wilson et al., 1994). Myös steriilistä vedestä E. coli -soluja on osoitettu määrittä-
mällä gusA- geenin tuotetta (Adams et al., 1990). Kun näyte sisälsi muitakin kuin 
gusA- merkkigeeniä sisältäviä E. coli- bakteereita, merkityn kannan määrä yliarvi-
oitiin noin 5-10 -kertaisesti. 
gusA-geenin käyttö merkkigeeninä on toistaiseksi ollut vähäistä ympäristös-
sä usein esiintyvän taustan johdosta. Sen katsotaan olevan tehokas merkkigeeni 
varsinkin juuristossa, missä ei yleensä ole luonnollista gus- toimintaa. Maassa 
merkkigeeniä voisi käyttää yhdistettynä kanamysiiniresistenssigeeneihin, koska 
tämä yhdistelmä on harvinainen maaperän luonnon kannoissa (Wilson et al., 
1994). 
5.4.4 Muita kolorimetrisia merkkigeenejä 
Kolorimetrisia merkkigeenejä ovat myös soluihin lisätyt geenit, jotka tuottavat 
solun väriin vaikuttavia proteiineja. Chromobacterium violaceum- bakteerista eris-
tettyä vio- geeniä on esitetty mahdolliseksi merkkigeeniksi juuristobakteerien tut-
kimukseen (Wilson, 1994). Tämä geeni aiheutti useiden Gram-negatiivisten kan-
tojen muuttumisen violetiksi (Pemberton et al., 1991). C. violaceum -bakteeri on 
ihmisen opportunistinen patogeeni, ja violakeiinillä on todettu olevan antibioot- 
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Lisia vaikutuksia Gram- positiivisiin bakteerikantoihin (Karv et al., 1980; Sivendre 
& Tam, 1977). Siksi geenin käyttö ympäristösovellutoksissa tuskin on mahdollis-
ta. Streptomyces antibioticus-bakteerista on eristetty kaksi geeniä, jotka aiheuttavat 
melaniini-nimisen pigmentin tuottoa. E. coli-, E. carotovora-, ja X. campestris-kan-
nat, joihin nämä geenit siirrettiin, muuttuivat melaniinia tuottaviksi ja niitä voi-
tiin käyttää merkkigeeninä kloonauksessa (Tseng et al., 1990). Toistaiseksi geehiä 
ei ole käytetty ympäristössä. 
Geeniä, jonka tuottaman entsyymin reaktiotuote ei ole värillinen, voidaan 
myös käyttää merkkigeeninä, mikäli reaktio voidaan muuten osoittaa. Luonnolli-
sessa pRO103 -plasmidissa sijaitseva tfd -geeni koodaa 2,4- dikloorifenoksiase-
taatti-monooksigenaasi-entsyymiä, joka muuttaa fenoksiasetaatin fenoliksi. Fe-
nolin muodostusta voidaan seurata spektrofotometrisesti tai nestekromatografi-
sesti. Usean ainelisäyksen jälkeen fenoli voidaan myös muuttaa punaiseksi yh-
disteeksi, mikä helpottaa tutkittavan kannan erottamista taustabakteereista. Plas-
midissa tfd-geenill.ä merkittyjä P. aeruginosa- ja P putida- soluja pystyttiin osoitta-
maan alimmillaan 103 pmy millilitrassa (King et al., 1991). Ehkä määrityksen han-
kaluudesta menetelmä ei ole yleisessä käytössä. 
5.5 Jääkideaktiivinen merkkigeeni 
Jääkideaktiivisuutta koodaava inaZ- geeni tuottaa membraaniproteiinia, joka ka-
talysoi alijäähtyneen puhtaan veden jäätymistä suhteellisen korkeassa lämpöti-
lassa. Geeni esiintyy kasvien pinnoilla Pseudomonas-, Erwinia- ja Xanthomonas- la-
jeissa ja se on eristetty P syringae -kannasta (Orser et al., 1985). Geeniä voidaan 
käyttää kantojen seurannassa luonnossa ilman laboratoriokasvatuksia, edellyttä-
en, että tutkittavassa ympäristössä ei esiinny luontaista jääkideaktiivisuutta. Kos-
ka alijäähtyneen veden jäätymislämpötila riippuu jääkideaktiivisten pintaprote-
linien määrästä näytteessä, voidaan näytteestä kvantitatiivisesti määrittää leimat-
tujen mikrobien lukumäärä (Lindow, 1993). Merkkigeeninä inaZ -geeniä on tois-
taiseksi käytetty vain Pseudomonas- kannoissa. Tällöin inaZ-geenin signaali oli jopa 
105 kertaa voimakkaampi kuin lacZ- geenin signaali (Lindgren et al., 1989). Yh-
dysvalloissa paljon kohua herättänyt ensimmäinen kenttäkoe perustui GMM:iin, 
jonka genomista oli poistettu ina- geeni. Kantaa seurattiin antibioottiresistentti-
syyden perusteella, eikä leviämistä koekentän ulkopuolelle voitu osoittaa (Lin-
dow & Papulonous, 1988). Luonnollisia jääkideaktiivisia bakteereita on käytetty 
kaupallisena tuotteena avoimessa ympäristössä keinolumen valmistamisessa. 
Haittavaikutuksia ihmisen terveydelle tai ympäristölle ei tässä sovellutuksessa 
ole havaittu (Snomax Technologies; esite, 1995). 
5.6 Valoa tuottavat merkkigeenit 
Lusiferaasit ovat entsyymejä, jotka saavat soluissa aikaan valontuottoa eli biolu-
minesenssia. Geeniteknisesti muunnetun mikrobin tuottama valo on helposti mää-
ritettävissä oleva reaktiotuote, ja lusiferaasien käyttö merkkigeeneinä on siksi li-
sääntynyt viime aikoina. Lusiferaasientsyymit jaetaan kahteen luokkaan: tumat-
tomien organismien tuottamat lux- geenit ja tumallisten organismien tuottamat 
luc- geenit. Lusiferaasigeenillä merkittyjä mikro-organismeja voidaan seurata re-
aaliajassa jopa suoraan ympäristössä. Tämä mahdollistaa myös ei-maljoilla kas-
vatettavien, mutta elävien solujen seurannan näytteessä. Luminometrian avulla 
ainoastaan aktiivinen osuus populaatiosta voidaan havaita, koska lusiferaasi- ent-
syymit vaativat energiaa valon tuottoon. Valon tuotto soluissa kuvaa niiden to-
dellista aktiivisuutta tietyssä hetkellisessä ympäristössä, mutta pidempi aika luon- 
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nossa vähentää usein mikro-organismien aktiivisuutta ja siten valon tuotto pie-
nenee ajan mittaan. Koska ravinteet ovat usein rajoittavana tekijänä ympäristös-
sä, valoa ei aina voida havaita ilman ravinteiden lisäämistä (Beauchamp et al., 
1993). Koska lusiferaasi- entsyymeitä koodaavien geenien sekvenssit ovat tiedos-
sa, myös itse geenien läsnäoloa voidaan seurata koettimien tai PCR:n avulla. 
Bioluminesenssia voidaan mitata hyvin monella eri tavalla, joten lusiferaasi-
merkkigeenien käyttö sopii useimpiin sovellutuksiin. Jos tutkittava kanta tuottaa 
tarpeeksi valoa, se on mahdollista havaita esimerkiksi maassa tai juurten ja lehti-
en pinnalla paljaalla silmällä pimeässä. Myös valoa tuottavat pesäkkeet voidaan 
havaita paljaalla silmällä. Kannat, jotka antavat heikomman signaalin, voidaan 
havaita joko valokuvaamalla tai herkemmällä autoradiografialla pidempiä valo-
tusaikoja käyttäen (Cebolla et al.,1991;1993; 1995; Beauchamp et al., 1993; Benne-
rova & Crowley, 1994; Shaw & Kado, 1986; Fravel et al.,1990). Digitaalikamera ja 
videotekniikka tarjoavat hyvin herkän toteamistavan valoa tuottaville organis-
meille ja samalla ne mahdollistavat organismien jakauman tarkastelun ympäris-
tössä. Mikroskooppiin yhdistettyinä menetelmä mahdollistaa yksittäisten solu-
jen tunnistuksen (Shaw et al., 1992; Dane & Shaw,1994; Silcock et al., 1992; Rattay 
et al., 1995). 
Solujen tuottaman valon voimakkuutta voidaan kvantitatiivisesti määrittää 
joko tuikelaskijan tai luminometrin avulla. Bioluminesenssimääritykslin kehitet-
ty luminometri on herkkyytensä vuoksi useammin käytetty. Menetelmässä voi-
daan mitata valontuottoa maa- tai vesinäytteessä joko suoraan tai substraatti- li-
säyksen jälkeen. Maanäytteitä voidaan mitata myös nestesekoituksena. Jos mitta-
us suoritetaan heti noin 10 s ajan, selvitetään populaation hetkellinen toiminta, 
mutta jos näytettä säilytetään pidemmän aikaa ennen mittausta, niin populaati-
on piilevää toimintakykyä voidaan mitata (Meikele et al., 1994). Menetelmän mää-
ritysraja riippuu solun tuottamasta valon voimakkuudesta ja luminometrin aihe-
uttamasta taustaloisteesta. Jos mittauksia suoritetaan maata sisältävistä näytteis-
tä, on myös huomioitava, että esimerkiksi maapartikkelit voivat peittää valon ai-
heuttaen herkkyyden pienenemisen (Rattay et al., 1990). Määritysraja E. coli- bak-
teerille nousi viidestä kaksikymmenkertaiseksi ja P fluorescens -bakteeriile kolmesta 
viisinkertaiseksi maapartikkelien läsnäollessa (Amin-Hanjani et al., 1993). 
5.6.1 lux 
Bioluminesenssiä aiheuttava lux- geeni on alunperin eristetty meribakteerikan-
noista Vibrio fiskeri ja V. harvey. Menetelmä on käyttökelpoisin maassa ja makean 
veden ympäristöissä, joissa luonnollisesti eläviä bioluminoivia organismeja on 
vähän. Merkkigeeninä lux ei sovellu meriympäristöön, koska geeniä esiintyy ylei-
sesti luonnonkannoissa. Myös maasta on löydetty bioluminoiva bakteeri: hyön-
teisille tautia aiheuttava Xenorhabdus luminescens, jonka lusiferaasientsyymillä on 
paljon homologiaa merestä eristettyjen bioluminoivien bakteerien kanssa (Schmidt 
et al.,1989). Myös sienistä on löydetty kantoja, jotka bioluminoivat (Campell, 1989). 
Bakteerin tuottama luminesenssi aiheutuu lusiferaasi-entsyymin toiminnasta, 
joka katalysoi seuraavan reaktion: 
RCHO + FMNH2 + 02 RCOOH + FMN + H2O + by (490 nm) 
missä R on pitkäketjuinen aldehydi, joka toimii entsyymin substraattina. Entsyy-
min rakenteellisia osia koodaavat luxA ja luxB- geenit, jotka ovat kaksi kiloemäk-
sen suuruisia. luxl- ja luxR- geenit säätelevät entsyymin tuottoa. luxC-, luxD- ja 
luxE- geenit tuottavat rasvahapporeduktaasia, jota solu tarvitsee tuottaessaan al- 
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dehydisubstraattia (Meighen, 1991). Jos solussa on vain entsyymin rakenteelliset 
geenit (luxAB), aiheutuu siitä entsyymin jatkuva tuotto, mutta substraattia on li-
sättävä näytteseen ennenkuin bioluminenssia voidaan määrittää. 
lux geenin käyttöä merkkigeeninä on tutkittu usean Gram-negatiivisen bak-
teerin kohdalla. Gram-positiivisissa bakteereissa on lux- geenin ilmentäminen 
huomattavasti vaikeampaa, mikä johtuu siitä, että valon tuotto näissä bakteereis-
sa on noin 100 kertaa pienempää kuin Gram-negatiivisissa bakteereissa (Stewart 
& Williams, 1992). Lusiferaasientsyymiä on kuitenkin tuotettu Gram-positiivisis-
sa Lactobacillus- (Ahmad & Stewart,1991), Streptomyces- ja Bacillus- kannoissa (Cook 
et al., 1993; Sohaskey et al., 1992; Lampinen et al., 1992). Vaikka entsyymi vaatii 
toimiakseen happea, toimii lux-geeni myös ehdotonta anaerobiaa vaativassa Gram-
positiivisessa Clostridium perfringes -bakteerissa. Tässä kannassa luminesenssi on 
yhtä voimakasta kuin E. coli- bakteerissa (Phillip-Jones, 1993). Myös yksittäisiä, 
valoa tuottavia Anabaena spp.- syanobakteerin soluja on löydetty (Schmetterer et 
al., 1986). 
Erwinia cartotovora- bakteerin infektioreittiä perunassa ja kukkakaalissa on 
tutkittu bioluminesenssin avulla. Patogeenin läsnäolo pystyttiin osoittamaan jopa 
36 tuntia ennen näkyvien oireiden ilmaantumista (Shaw & Kado, 1986). Entero-
bacter cloacae- bakteereita juuristossa on tutkittu autoradiografian avulla (Fravel et 
al., 1990). Käyttäessään voimakasta E. coli- bakteerin rRNA- promoottoria Benne-
rova & Crowley (1994) osoittivat, että kromosomaalisesti merkityn P. fluorescens-
bakteerin määritysraja juuristossa autoradiografialla 24 tunnin valotusajan jäl-
keen oli 3x105 pmy grammassa tuorepainoa juurta. Xanthomonas campestris -bak-
teerin asettumista kaalin lehdillä tutkittiin digitaalikameralla kromosomlin asen-
netun merkkigeenin avulla. Kantaa pystyttiin seuraamaan lehden pinnalla kaksi 
kuukautta lisäyksen jälkeen. Digitaalikameran visualisoinnin määritysraja oli 
1,5x10 pmy lehteä kohti, kun valotusaika oli kymmenen minuuttia (Shaw et al., 
1992; Dane & Shaw, 1994). Kantaan oli lisätty luxCDABE -geenit, joten ulkopuo-
lista substraatin lisäystä ei tarvittu solujen valon tuottoon, eikä bakteerin luon-
nollista ympäristöä jouduttu muokkamaan määrityksen aikana. Yksittäisiä P. sy-
ringae- ja E. cloacae- soluja, jossa lux-geeni on plasmidissa, on osoitettu maassa ja 
rhizosfäärisssä digitaalikameran avulla. Maapartikkelit kuitenkin osittain haitta-
sivat bakteerien tuottaman valon määrityistä (Silcock et al., 1992). Ravintopuut-
teen vuoksi valon tuoton arveltiin olevan alhainen maassa. Yksittäisiä E. cloacae-
soluja pystyttiin osoittamaan vasta 30 minuutin valotusajan jälkeen (Rattay et al., 
1995). Kromosomaalisesti merkittyjen Gram-positiivisten Bacillus- pesäkkeiden 
valon tuottoa ei voitu paljain silmin havaita, mutta pesäkkeitä pystyttiin havan-
nollistamaan digitaalikameralla viiden minuutin valotusajalla (Cook et al., 1993). 
Kasvattamalla merkittyä kantaa maljoilla taustabakteerien läsnäollessa Grant 
(1991) osoitti, että valoa tuottavia pesäkkeitä on mahdollista havaita myös suuren 
taustabakteeripopulaation joukosta. Käytettäessä plasmidissa sijaitsevaa lux- merk-
kigeeniä E. carotovora- bakteerissa määritysraja oli yksi pesäke 3000 valoa tuotta-
matonta taustabakteeria kohti. Kvantitatiivinen määritys oli epäluotettava, kun 
merkittyjen solujen määrä oli alle 50 prosenttia taustasta. Tällöin vain alle 60 pro-
senttia lisätyistä soluista pystyttiin osoittamaan. Flemming et al., (1994a) havaitsi-
vat, että bioluminensslin perustuva pesäkkeiden määritys maljoilla aliarvioi pe-
säkkeitä muodostavien solujen määrää jopa 20 prosenttia, jos maijalla oli yli 75 
pesäkettä. Valon tuottoon perustuva MPN- menetelmä osottautui yhtä tehokkaaksi 
kuin kasvattaminen maljoilla. Molempien menetelmien määritysraja oli kromo-
somaalisesti merkitylle P. aeruginosa- bakteerille viisi solua grammassa maata (Flem-
ming et al., 1994b). lux- merkittyjä P. fluorescens- bakteeria on seurattu kastema-
don suolistossa ja ulosteessa valoa tuottavien pesäkkeiden avulla (Tholpe et al., 
1993). Yersina enterocolitica- kantaa sen sijaan pystyttiin seuraamaan paremmin 
maljaviljeleminä kuin luminometrisella määrityksellä (Kaniga et al., 1992). 
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Puhdasviljelmiä tutkittaessa bioluminometrin avulla olivat plasmidimerkit-
tyjen E. coli-, E. carotovora- sekä P fluorescens- bakteerien määritysrajat 200, 100 ja 
1700 solua millilitrassa ja kromosomaalisesti merkityn P. fluorescens -bakteerin 
8,9x10 solua millilitrassa (Rattay et al., 1990; Grant et al.,1992; Amin-Hanajani et 
al., 1993). Bioluminenssi oli suoraan verrannollinen solumäärään, niin kauan, kun 
bakteerit olivat aktiivisessa kasvuvaiheessa (Meikele et a1.,1992). Tämä osoitettiin 
nesteviljelmissä muun muassa E. coli-, E. cloacae-, ja E. carotovora- kannoilla (Rattay 
et al., 1990; Rattay et al., 1995; Grant et al.,1992). Pseudomonas fluorescens- bakteeril-
la valon tuotto oli suoraan verrannollinen solumäärään ainoastaan, kun merkki-
geeni liitettiin kromosomiin (Amin-Hanjani et al, 1993). Myös Fravel et al. (1990) 
osoittivat E. cloacae- bakteerin valontuoton olevan suoraan verrannollinen solu-
määrään, mutta he huomasivat myös, että riippuvuus vaihteli koe-erien välillä. 
Ympäristönäytteissä pystyttiin kromosomfin asennetun merkkigeenin avul-
la seuraamaan X . camperis- bakteeria juuristossa vielä kuusi viikkoa lisäyksen 
jälkeen. Luminometrin määritysraja oli 5x102 pmy grammassa kuivaa maata. Kun 
näytettä rikastettiin pidentämällä valoitusaikaa 18 tuntiin, pystyttiin mittaamaan 
jopa 50 pmy grammassa kuivaa maata (Shaw et al.,1992). Valon määrän kvantifi-
ointi osoitti solun vähentyneen aktiivisuuden ei-steriilissä ympäristössä, mikä joh-
tui kilpailusta ravinnosta luonnollisten mikro-organismien kanssa. Toisaalta plas-
midi-merkityn E. carotovora- bakteerin määritysraja oli 106 pmy grammassa kui-
vaa maata, mutta laimennettaessa maata 1/10 nesteeseen määritysraja putosi 10' 
pmy grammaan kuivaa maata (Grant et al. 1992). Bioluminointiin perustuva mää-
ritys on kuitenkin laskettu olevan noin 1000 kertaa herkempi kuin 3-galaktosi-
daasi määritys juuristossa (de Weger et al., 1991), vaikka juuristossa ei tapahtunut 
optimaalista valontuottoa prosessin korkean energiavaatimuksen takia. Pseudo-
monas spp- kannan asettumista juurten pinnalla on tutkittu luminometrin avulla 
(Beauchamp, et al., 1993) ja P. aeruginosa- ja P fluorescens- bakteerien kiinnittymis-
tä juurten pintaan määriteltiin kvantitatiivisesti plasmidiin lisättyjen lux- geenien 
avulla bioluminometriaa hyväksikäyttäen (Boelens et al., 1993). 
Käytettäessä luminometriaa solujen aktiviteettimäärityksissä on sen todettu 
olevan herkempi ja toisettavampi kuin yleisesti käytetyt dehydrogenaasiaktivi-
suus- ja respirometriset testit. Lisäksi luminometrialla pystytään tutkimaan mer-
kityn kannan toimintaa myös sekaviljemässä. P. fluorescens- bakteerin aktiivisuus 
vähäravinteisessa maassa on osoitettu alenevan kolmasosaan alkuperäisestä 14 
päivän kuluessa (Meikle et al., 1995). Organismin palautumiskyky lepotilan jäl-
keen osoitettiin lux- geenien avulla olevan riippuvainen epäsuotuisten olosuh-
teiden pituudesta. Solujen aktivointi pystyttiin osoittamaan muutamaa tuntia ai-
kaisemmin kuin kasvua havaittiin (Meikle et al., 1994). P. fluorescens- bakteereilla 
luminometrinen aktiivisuusmääritys oli herkempi ja nopeampi, mutta vähem-
män luotettava tapa mitata aktiivisten solujen määrä populaatiossa kuin Kogu-
ren menetelmä (1979), jossa solujen pituuskasvua pidetään elon merkkinä (Dun-
can et al., 1994). Valon tuotto pystyttiin osoittamaan yhdeksäntoista päivän jäl-
keen, vaikka solujen pituuskasvua ei ollut havaittavissa. 
lux- geenin käyttöä merkkigeeninä on tutkittu paljon mitä erillaisimmissa 
sovellutuksissa. Ympäristönäytteissä merkkigeenin käyttö näyttää olevan teho-
kasta, koska GMM:ia voidaan määrittää ilman laboratoriokasvatusta. Määritykset 
on usein helppo suorittaa, menetelmien rajoitukset ovat tarkasti tiedossa ja luon-
nonbakteerien aiheuttama tausta ei yleensä ole korkea. Eräillä bakteerikannoilla 
ollaan päästy hyvin alhaisiin määritysrajoihin. Eräissä sovellutuksissa voidaan 
määritys suorittaa ilman mikroympäristön muuttamista, mikä helpottaa GMM:n 
todellisen ympäristöaktiivisuuden mittaamista. Toisaalta voidaan mitata myös 
kannan piilevää toimintakykyä. 
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5.6.2 luc 
Aivan toinen ryhmä lusiferaasientsyymejä on eristetty Photinus pyralis- tulikärpä-
sestä ja sen lähisukulaisista. Entsyymi katalysoi seuraavaa reaktiota: 
Lusiferiini+ ATP +O2 	oxylusiferiini + AMP + ppi + CO2 + hv (560 nm) 
Substraattina toimiva lusiferiini on yhdiste, jota ei ole havaittu mikro-organis-
meissa (Cebolla et al., 1993). Subtraattia on siksi aina lisättävä näytteeseen ennen-
kuin valon tuottoa voidaan mitata. Tumattomissa bakteerisoluissa luc-geenien il-
mentäminen ei toteudu geenin omalla tumallisten promoottorfa, vaan luc-gee-
nin eteen on liitettävä tumattomien promoottorisekvenssi. 
Verrattaessa lux ja luc -geenien aktivisuutta B. subtilis- bakteerissa oli tulikär-
päsestä lähtöisin oleva lusiferaasi noin kymmenen kertaa tehokkaampi solua kohti 
kuin lux- geeni (Lampinen et al., 1992). Tämä voi johtua siitä, että tulikärpäsen 
tuottama lusiferaasi tarvitsee vähemmän energiaa kuin bakteerista peräisin oleva 
entsyymi. On arvoitu, että lux-geenin koodaama entsyymi tarvitsee 60 ATP mole-
kyyliä emittoidakseen yhden fotonin, kun taas luc-geenin koodama entsyymi tar-
vitsee vain yhden (Koncz et al., 1990). 
Maljalla kasvatettavien solujen määrän laskeminen luc-geenillä merkityillä 
Rhizobium- soluilla onnistui noin 105 taustabakteerin läsnäollessa. Tämä osoittaa 
sata kertaa suurempaa herkkyyttä kuin käytettäessä lux-geeniä E. carotovora- bak-
teerissa. Havaittu määrä oli kuitenkin vain kaksi ja puoli prosenttia odotetusta 
(Grant et al., 1991; Cebolla et al., 1993), mikä mahdollisesti johtui maljoilla kasva-
vien taustabåkteerien haitallisesta vaikutuksesta. Verrattuna lux-geenin signaa-
I n myös luc- merkityllä Rhizobium meliloti- bakteerilla valon tuotto oli suoraan 
verrannollinen solukonsentraatioon eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa neste-
viljelmässä, mutta ei maksimipopulaation soluissa (Cebolla et al., 1993; Möller, 
1994). Puhdasviljelmässä havaittiin, että plasmidun luc-merkittyä E. coli- baktee-
ria pystyttiin havaitsemaan luminometrisesti jopa kolme solua millilitrassa, jos 
solut olivat eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopussa. Määritysraja maksimipo-
pulaatiossa oleville soluille oli 25 solua millilitrassa. Jos määrityksessä käytettiin 
kokosolujen sijasta solu-uutosta, niin määritysraja oli riippumaton solun kasvu-
vaiheesta ja oli kymmenen solua millilitrassa (Möller, 1994). Tämä määritys oli yli 
kymmenen kertaa herkempi kuin lux-geenil_le on raportoitu. 
Myös luc -geenin valontuoton mittausta haittaa näytteissä olevat epäpuh-
taudet. Puhdistettuna tulikärpäsen lusiferaasi inhiboituu suolapitoisuuden ylit-
täessä 0,1 mM (DeLuca & McElroy,1978), joten tämä saattaisi rajoittaa valon tuot-
toa suolavesiympäristöissä. luc-geenillä merkittyä Rhizobium- bakteeria seurattiin 
autoradiogafialla apilassa ja rukiissa, mutta kvantitatiivisia määrityksiä ei onnis-
tuttu tekemään (Cresswell et al., 1994). Sedimenttinäytteissä vain noin seitsemän 
prosenttia odotetusta valon tuotosta oli mitattavissa luminometrisellä kokosolu-
määrityksellä. Solu-uutto- menetelmällä lusiferaasitoiminta oli vain prosentti odo-
tetusta (Möller et al., 1994). Tämä johtunee bakteerien aktiivisuuden pienenemi-
sestä, siirrettäessä bakteerit laboratorio-oloista luontoon tai maapartikkelien vai-
mennusvaikutuksesta. Käyttöön otettiin sisäinen lusiferaasistandardi jotta epä-
puhtauksien vaikutus mitattuun valoon voitaisiin ottaa huomioon. Menetelmää 
kehiteltäessä saatiin kromosomiin merkitylle Synechocystis- syanobakteerille mää-
ritysrajaksi 4x103 grammassa sedimenttiä ja kymmenen prosenttia näytteeseen 
lisätyistä lusiferaasista pystyttiin osoittamaan (Möller et al., 1995). 
Pyrophorus plagiophtalamus- koppakuoriaisen tuottama lusiferaasi muistuttaa 
Photinus pyrali:n tuottamaa entsyymiä. P. plagiophtalamus pystyy kuitenkin tuotta-
maan valoa vähintään neljällä eri aallonpituudella, joiden emissiopiikit ovat 547 
ja 593 nm:n välillä. Esimerkiksi lucOR- geeni tuottaa oranssia valoa 595 nm:ssä, 
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joxa pysytaan Helposti erottamaan luc- geenin tuottamasta 5bu nm:n vaiosta (Le-
bolla et al., 1995). Tämä geeni tuotti kahdesta seitsemän kertaa vähemmän valoa 
E. coli- bakteerissa kuin luc, mutta valon tuotto solussa jatkui pidempään. Valon 
heikkous voi johtua myös siitä, että luminometrinen valon mittaus oli herkempi 
lyhyemmillä aallonpituuksilla. Siksi sama määrä lucRO- lusiferaasin tuottamia 
fotoneja aiheutti vähemmän mitattavia valoyksikköjä kliin tulikärpäsen entsyy-
mi (Cebolla et al., 1995). Eri luc-geenien toiminta vaihteli R. meliloti-, Agrobacteri-
um tumefaciens-, ja P. putida- bakteerilajien välillä (Cebolla et al., 1995). 
Vaikka luc- geenin käytössä on monia samoja etuja kuin lux-geenin käytössä, 
on sen käyttö bakteerien merkkigeeneinä toistaiseksi ollut vähäistä. Yksi syy tä-
hän voi olla, että geeni on asetettava bakteerissa toimivan promoottorin taakse, 
mikä lisää molekyylibiologisia työvaiheita ja voi olla hankala vähemmän tunne-
tuilla bakteerilajeffia. Ympäristöseurannassa voidaan luc-geenillä ainakin eräissä 
bakteereissa päästä jopa pienempiin määritysrajoihin kuin lux-geenillä. Subst-
raattia on aina lisättävä näytteeseen ennen määritystä, joten GMM:n mikroym-
päristö muuttuu määrityksessä. Tämä estää bakteerin toiminnan tutkimisen luon-
nollisessa elinympäristössään. Substraatin puuttuminen ympäristöstä pienentää 
solun rasitetta ja siksi bakteerin asettuminen luonnossa voi toisaalta helpottua 
luc- geeniä käytettäessä. Koska luc-geeni ei luonnostaan esiinny mikrobipopulaa-
tiossa, muiden positiivisten kantojen ei myöskään pitäisi haitata määritystä. 
5.7 Fluoresenssiin perustuvat merkkigeenit 
Fluoresoivat aineet ovat molekyylejä, jotka pidättävät tietyn aallonpituuden sä-
teilyä ja emittoivat säteilyn toisella aallonpituudella. Fenotyyppinen tunnistami-
nen fluoresenssiin perustuvalla immunologisella määritysmenetelmällä on osoit-
tautunut mahdolliseksi seurantamenetelmäksi. Määrityksessä hyödynnetään fluo-
resoivilla aineilla merkittyjen vasta-aineiden sitoutumista tarkoin määriteltyihin 
antigeenisiin proteiineihin, jotka sijaitsevat merkityn organismin pinnalla. Siirtä-
mällä 75 emäsparia pitkän osan E. coli- bakteerin caa- geenistä phoE- geenlin, jon-
ka koodaama proteiini muodostaa osan bakteerin ulkoseinän vaippaa, ja liittä-
mällä tämä rakenne P. putida - kantaan, pystyttiin P. putida:n pinnalla ilmentä-
mään caa- peptidisekvenssiä. Tämä osa proteiinia oli helposti tunnistettavissa 
monoklonaalisen vasta-aineen avulla. Näin kokonaisia, yksittäisiä P. putida- solu-
ja pystyttiin tunnistamaan epifluoresenssimikroskoopian avulla (Zaat et al., 1994). 
Tunnistettaessa GMM:n pintaproteiinejä, ei eläviä ja kuolleita soluja pystytä erot-
tamaan toisistaan. 
Aequorea victoria- meduusasta on eristetty vihreä fluoresoiva proteiini (Gfp= 
green fluorescent protein), joka pidättää valon sinisiä säteitä ja emittoi vihreää 
valoa. Merkkigeeninäg fp-geenin käyttö on lupaava, sillä tuotettu proteiini on pieni, 
eikä se muodosta komplekseja. Lisäksi se toimii ilman substraattia ja kofaktoreita 
(Stearn, 1995). Proteiinista on valmistettu mutantteja, joiden pidätys- tai säteily-
aallonpituudet ovat muuttuneet (Delagarve et al., 1995). Näitä mutantteja käyttä-
en on mahdollista seurata useaa, eri väriproteiinilla merkittyä mikro-organismia 
samasta näytteestä yhtä aikaa. Vaikka geeniä on käytetty paljon geenitoimintojen 
tutkimiseen ja proteiinileimana sekä soluviljemissä että monisoluisissa organis-
meissa, sen käyttö bakteerien merkkigeeninä on toistaiseksi ollut vähäistä. Prote-
unia koodaava gfp- geeniä on ilmennetty eukarioottisoluissa sekä E. coli- ja B. sub-
tilis- bakteereissa (Chalie et al., 1994; Webb et al., 1995). Patogeenisen Mycobacteri-
um smegmatis- bakteerin on gfp-merkkigeeninsä avulla osoitettu infektoivan mak-
rofaageja (Kremer et al., 1995). 
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1~ierua maana rluoresoivia aineita voidaan maanttaa vain epirluoresenssi-
mikroskopian avulla. Määritys vaatii siksi kalliin epifluoresenssimikroskoopin 
käyttämistä ja on usein työlästä. Virussovellutuksissa, missä solu tuottaa suuria 
määriä viruksen koodaamaa proteiinia, on myös gfp- geeniä pystytty seuraamaan 
paljaalla silmällä (Opaka et al., 1995; Zhang & Melcher, 1995). Fluoresoivaa prote-
iinia on myös ehdotettu määritettäväksi spektroskopian ja elektroforeesin avulla 
(Baulcombe et a1.,1995). Vaikka geenin toistaiseksi vähäinen käyttö ympäristössä 
vaikeuttaa arviointia gfp-geenin käyttökelpoisuudesta GMM:ien seurannassa, on 
todennäköistä, että lähitulevaisuudessa gfp-geenin käyttö yleistyy myös mikro-
biekologian tutkimuksessa. 
5.8 Fenotyyppiset merkkigeenit raportterigeeneinä ja 
ekotoksikologiassa 
Fenotyyppisiä merkkigeenejä voidaan hyödyntää mikro-organismien ympäris- 
töseurannan lisäksi myös laboratoriotutkimuksissa tutkittaessa geenien toimin-
taa tai ympäristömyrkkyjä. Molekyylibiologisissa tutkimuksissa voidaan tunte-
mattomien geenien ilmenemistä tutkia lisäämällä tutkittavaan geenisekvenssiin 
merkkigeeni esimerkiksi transposonimutagenisaation avulla. Merkkigeenin fe-
notyyppinen ilmentyminen osoittaa tutkittavan geenin toiminnan tietyissä olo-
suhteissa. Hyödyntäen cat-, lacZ- ja gusA- geeniä, on tämäntyyppisiä tutkimuksia 
suoritettu jo 1980-luvulla (Stachel et al., 1985; Jefferson et al., 1986). 
Nykyään bioluminesenssiin perustuvat tutkimukset ovat suosittuja (Stewart 
& Williams, 1992). Rihmamaisen Streptomyces- bakteerin morfologiaan liittyviä 
mutantteja (Sohaskey et al., 1992) ja symbionttiseen Rhizobium- bakteerin typen 
sitomiseen tarvittavien geenien ilmentämistä (Cebolla et al., 1991) on tutkittu lux-
geenien avulla. Naftaleenin hajotusreittiä P. fluorescens- bakteerissa on selvitetty 
lux- geenin -avulla (Menn et al., 1993). Kun liittettiin lux- geeni P. fluorescens- kan-
taan ja eristettiin klooneja, jotka tuottivat valoa typen tai fosforin puutteessa, pys-
tyttiin tutkimaan geenejä, joita solu tarvitsee ravinnepuutteen aikana (Kragelund 
et al., 1995). Vastaavalla tavalla Civillieri ja Lindow (1994) tutkivat geenejä, jotka 
solu tarvitsee asettuakseen kasvin lehden epäsuotuisalle pinnalle. B. subtilis- bak-
teerissa ilmennettiin gfp- geeniä itiöintiin liittyvien geenien yhteydessä, jolloin 
geeniteknisesti muunnetun itiön solunsisäistä sijaintia pystyttiin määrittämään 
(Webb et al., 1995). 
Myrkyllisten aineiden läsnäolo ympäristönäytteissä voidaan osoittaa feno-
tyyppisten merkkigeenien avulla. lux- merkittyjen P. fluorescens- bakteerien tuot-
tama valon määrän huomattiin olevan hyvin herkkä raskasmetallien läsnäoloon. 
Siksi kanta on sopiva maa- ja vesinäytteiden ekotoksikologisissa määrityksissä 
(Paton et al., 1995). Kun lux- geenit liitettiin solun stressigeeneihin, E. coli - kanta 
tuotti valoa näytteen pentakloorifenolin aiheuttaman stressin takia ja kantaa pys-
tyttiin käyttämään pentakloorifenolin biosensorina ympäristönäytteissä (van Dyk 
et al., 1994). Vastakohtaisella määritystavalla, jossa lux- geeni sijoitettiin myrkyl-
listen aineiden hajoittavien geenien eteen, lux- geeni aktivoitui myrkyn läsnäol-
lessa ja solut tuottivat valoa. Näin pystyttiin arvioimaan tolueenin ja naftaleenin 
biologisia haittavaikutuksia vedessä ja maaperässä (Sanseverino et al., 1993; Bur-
lage et al., 1994). 
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6 	Himojen ja sienten tunnistaminen 
Tumallisten mikro-organismien perimä on monimutkaisempi ja niiden geenitoi-
minnan säätely on erilaista kuin tumattomien mikro-organismien (Old & Prim-
rose, 1989). Bakteereista eristettyjä merkkigeenejä ei siksi voida suoraan ilmentää 
eukarioottisolussa, vaan ne vaativat tumallisten promoottori- ja säätelysekvens-
sejä. Sieniä on tunnistettu ravinnevaatimuksensa tai myrkkyjen sietokykynsä (Hut-
chison, 1989; 1990) perusteella, sekä DNA koettimilla yksinään (Piskur et a1.,1995) 
tai PCR:ään (RFLP; RAPD, Mehmann et al., 1994; Tommerup et al., 1995; Fabre et 
al., 1995) yhdistettynä. Valikoivia eristystapoja on kehitetty laboratoriotutkimuk-
sia varten etupäässä siten, että tutkittavasta kannasta on tehty mutantti, joka ei 
kasva ilman kasvutekijöiden tai hivenaineiden lisäystä. Lisätyssä vektorissa on 
villityyppinen geeni, joka korvaa mutaation aiheuttaman haitan (van Hartings-
veldt et al., 1987; Old & Primrose, 1989). Esimerkiksi LEU2-, HIS3- ja URA3- gee-
neihin perustuvia valikoivia mutaatioita käytetään yleisesti (Inoue et al., 1993). 
Lisäämällä kantaan amdS- geeni, aikaansaatiin kasvua asetamidi ainoana typen-
lähteenään (Gomi et al., 1992). Nämä valikoivat ominaisuudet perustuvat spon-
taanimutaatioihin tai geenin siirtoihin saman lajin sisällä, joten kantoja ei voida 
pitää varsinaisesti geeniteknisesti muunnettuina. 
Hyvin karakerisoiduista sienistä on valmistettu geeniteknisesti muunnettu-
ja kantoja. Aspergillus- ja Penicillium- suvuissa on lac- geeniä ilmennetty liittämällä 
geeni sienen omaan promoottoriin (van Gorcom et al., 1986). Koska luonnon sie-
nikannoissa myös esiintyy lac- aktiivisuutta, seuranta luonnon näytteissä ei on-
nistu tällä merkkigeenillä. Käytettäessä Aspergillus nidulans- sienen promoottori-
sekvenssiä, gusA- geeniä pystyttiin ilmentämään A. nidulans-, A. niger- sekä Fulvia 
fulva- kasvipatogeeneissä. F. fulva- kannassa infektiokyky pysyi ennallaan ja gusA-
geeni ilmennettiin infektion aikana kasvisolukossa (Roberts et al., 1989). Samaa 
merkkigeeniä on myöhemmin lisätty Paxillus involutus- mykorritsasieneen, missä 
geenituotetta pystyttiin määrittämään uutetun proteiinin värireaktion avulla (Bills 
et al., 1995). Eukarioottinen,Aspergillus terreus-sienestä eristetty BSD-geeni muuttaa 
solun vastustuskykyiseksi blastisiini S-nimiselle antibiootille. Tätä geeniä on käy-
tetty valikoivana merkkigeeninä Schizosaccharomyces pombe-hiivassa ja Pyricularia 
oryzae-sienessä (Kimura et al., 1994). Myös muita antibioottiresistenttisyyttä koo-
daavia geenejä on käytetty kuten hph-geeniä, joka koodaa resistenssiä hygromy-
siini B:lle (Oliver et al., 1987). 
Saccharomyces cerevisiae- hiivaan on lisätty hiirestä eristetty a-amylaasigeeni 
(Chen et al., 1993). Geeniteknisesti muunnettu kanta oli fenotyyppisesti seuratta-
vissa sen tärkkelystä hajoittavan ominaisuuden avulla. Merkkigeeniä pystyttiin 
ilmentämään myös muissa huvalajeissa. Todettiin myös, että plasmidiin sijoitet-
tuna merkkigeeni ei ollut vakaa, vaan hävisi plasmidin mukanan pidemmän kas-
vatuksen jälkeen. Noin 50 sukupolven jälkeen plasmidi oli hävinnyt 90 prosen-
tista soluista. S. cerevisiae-hiivasta on eristetty geeni, joka muuttaa solun vastus-
tuskykyiseksi lipidi hydroperoksidille. Koska hiivat yleensä ovat herkkiä aineelle, 
arveltiin geenin olevan käyttökelpoinen merkkigeeninä muissa hiivoissa (Inoue 
et al., 1993). Beta-glukuronidaasia tuottava gusA-geeni ilmennettiin S. cerevisiae-
soluissa käyttäen huvan omaa promoottoria. Geenituotteen määrää pystyttiin ar-
vioimaan vasta, kun soluseinää oli heikennetty, jotta reaktion värimuodostava 
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substraatti pystyi siirtymään solun sisään (Petering, et al., 1991). Prokarioottinen 
lux-valontuottajageeni on ilmennetty S. cerevisiae- hiivassa (Almashanu et al., 1990). 
Jotta ilmentäminen olisi tehokkampaa, luxA- ja luxB- geenit yhdistettiin yhdeksi 
luxAB- geeniksi ja geeni siirrettiin plasmidiin hiivan promoottorotisekvenssin taak-
se. Valon alhaisen tuoton hiivassa arveltiin johtuvan FMNHZ- pelkistystekijän al-
haisesta määrästä hiivasolussa. Myös g/p-geenin fluoresoivaa geenituotetta on il-
mennetty hiivassa (Stearns, 1995). Schizosaccharroinyces pombe-soluja voitiin gfp-
geenin avulla laskea sekapopulaatiossa, missä vain viisi prosenttia hiivasoluista 
oli merkitty (Atkins & Izant, 1995). 
Kirjallisuuden perusteella merkkigeenejä sienten ja hiivojen seurannan ym-
päristösovelluksissa ei vielä yleisesti ole käytössä. Useimpia bakteereissa käytet-
tyjä merkkigeenejä voidaan todennäköisesti ilmentää myös eukariootfisoluissa. 
Nopea kehitys molekyylibiologian alalla sekä sienten monet mahdolliset sovellu-
tukset kasvitautien torjunnassa takaavat tutkimuksen jatkumisen ja kiinnostuk-
sen lisääntymisen. 
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Virusfen tunnistaminen - 
....................................................... 
Virukset koostuvat nukleiinihaposta ja protelinikuoresta. Nämä yksinkertaiset 
partikkelit eivät ole aineenvaihdunnallisesti toimivia, eivät ilmennä geenejään, 
eivätkä pysty monistumaan isäntäorganisminsa ulkopuolella. Lisääntyäkseen vi-
ruksen on ruiskutettava nukleiinihapponsa bakteeriin tai eukarioottisoluun, missä 
uusia viruspartikkeleita tuotetaan isäntäorganismin lisääntymislaitteistoa käyttä-
en (Brock et al., 1984). Virukseen lisättyjen, fenotyyppisten merkkigeenien ilmen-
täminen tapahtuu siis vain isäntäorganismissa ja siksi geenin toimivuus riippuu 
siitä, toimivatko geenin promoottori- ja säätelysekvenssit tietyssä isäntäsolussa. 
Viruksien genomit ovat vain muutaman sadan kiloemäsparin kokoisia ja 
usein hyvin karakterisoituja, minkä ansiosta niitä voidaan seurata genotyyppi-
sesti ympäristönäytteistä DNA- koettimilla tai PCR:llä. Geeniteknisesti muunnet-
tuja viruksia on kehitelty jo kauan rokotteisiin, joissa lisättyä antigeeniä ilmenne-
tään viruspartikkelin pinnalla. Nämä voidaan helposti määrittää vasta-aineana-
lyysin avulla (van Zijl et al., 1990). Käyttämällä kromogeenisiä fenotyyppisiä gus-
ja lac- merkkigeenejä helpotettiin pienten plakkien määritystä (Gömes-Puertas et 
al., 1995). 
Koska virukset infektoivat hyvin tarkoin määritellyn ryhmän isäntäorganis-
meja, on bakteriofaageja käytetty bakteerien osoittamiseen ympäristönäytteistä. 
Käyttäen lux- merkittyjä bakteriofaageja, on enterobakteereita onnistuttu osoitta-
maan teurastamoympäristössä (Kodikara et al., 1991). Neljän tunnin substraattili-
säyksen jälkeen oli määritysraja alle kymmenen bakteerisolua millilitrassa näy-
tettä. ina- geenillä merkityt bakteriofaagien arvellaan myös olevan käyttökelpoi-
sia tunnistaessa pieniä bakteerimääriä maanäytteistä (Drahos, 1991). gusA- gee-
niä on käytetty fenotyyppisena merkkigeeninä kasvitautia aiheuttavan viruksen 
infektion seurantaan kasvisolukossa (Chapman et al., 1992). Määrityksiä rajoitti 
lehtien klorofylli, joka osittain peitti värin muodostuksen sekä reaktiotuotteen 
leviämisen (Jefferson, 1987). Myös luc- geeniä on käytetty kasviviruksien seuran-
taan (Joshi et al., 1990), mutta määritystä vaikeutti substraatin lisäys ennen määri-
tystä sekä valon tuoton riippuvuus solun ATP-molekyylien määrästä (Millar et al., 
1992). 
Liittämällä gfp- geeni perunaa infektoivan viruksen X ja tupakkamosaiikki-
viruksen kromosomiin pystyttiin seuraamaan viruksen infektioreittiä perunassa 
ja tupakassa (Baulcombe et al., 1995; Opaka et al., 1995; Zhang & Melcher, 1995). 
Kun kasvia säteilytettiin UV- valolla pimeässä, pystyttiin infektiokohtia toteamaan 
paljaalla silmällä. Mikroskoopin avulla pystyttiin tarkkailemaan erillisiä infektoi-
tuneita kasvisoluja. Jotta myös metabolisesti inaktiivisia viruspartikkeleita voitai-
si osoittaa, rakennettiin fuusioprotelini viruksen proteiinikuoren koodaavan gee-
nin ja gfp- geenin kanssa, jolloin fluoresoivaa proteiinia pystyttiin ilmentämään 
viruspartikkelin ulkopinnalla. Fluoresenssispektroskopian ja elektroforeesin avulla 
arveltiin myös kvantitatlivisten määritysten olevan mahdollisia (Baulcombe et al., 
1995). Protelinimääritystä haittasi kuitenkin kasvisolukon aiheuttama taustafluo-
resenssi. gfp- geenin ilmentäminen havaittiin vasta kaksi päivää infektion jälkeen, 
kun vastaavasti gus- geenituotetta ilmennettun jo yhden päivän jälkeen. 
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Kehityksen suunta 	 8 
Kirjallisuudessa on raportoitu useita käyttökelpoisia tapoja seurata mikro-orga-
nismeja luonnossa. Yhteenveto käytetyimpien merkkigeenien ominaisuuksista 
esitetään taulukossa 2. GMM:ien seurantamenetelmien käyttökelpoisuutta on tut- 
Taulukko 2. Vertailu eri merkkigeenien ominaisuuksista. 
Merkkigeeni 	Signaali 	 Etuja 	 Haittoja 
inaA alijäähtyneen veden herkkä, ei vaadi hallavaurioiden 
jäätyminen kasvattamista lisääminen mahdollista 
g/p vihreä fluoresoiva vaaraton, ei vaadi substraattia ei valikoiva 
proteiini eikä kasvattamista 
gusA (3-glukuronidaasin vaaraton, silmillä ei valikoiva, substraatin 
tuotto havaittavissa, ei vaadi on tunkeuduttava solun sisään, 
kasvattamista taustaa 
/acZY P-galaktosidaasin vaaraton, joskus valikoiva, ei herkkä, vaatii kasvatusta, 
tuotto määritys mahdollinen taustaa 
usealla menetelmällä 
/uc/lux lusiferaasin herkkä, vaaraton, ei valikoiva, taustaa meri- 
tuotto ei vaadi kasvattamista, ympäristössä (lux) 
määritys mahdollinen 
usealla menetelmällä 
xy/E katekoli2,3,- vaaraton, määritys ei valikoiva, taustaa, 
dioksigenaasin mahdollinen usealla ei herkkä 
tuotto menetelmällä 
Antibiootti- kasvua antibiootin helppo, herkkä, korkea tausta; riski, että 
resistenttisyys läsnäollessa halpa, valikoiva antibioottiresistenttien 
kantojen määrä kasvaa luonnossa 
Myrkkyjen sieto kasvua myrkyn valikoiva, herkkä taustaa, 
läsnäollessa vaaraton vaatii kasvattamista 
Koettimet radioaktiivinen tai geenin todellinen läsnäolo tietyissä ympäristöissä ei 
ei-radioaktiivinen myös kuolleissa soluissa tai herkkä, ei tietoa 
leima luonnon kannoissa geenitoiminnasta 
PLR monistuneen DNA:n geenin todellinen läsnäolo ei tietoa geenitoiminnasta, 
määritys 	elektroforeesi- myös kuolleissa soluissa väärien positiivisten riski 
geelissä tai koettimilla tai luonnon kannoissa, suuri 
hyvin herkkä 
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kittu etupäässä maaperässä, koska GMM:ja on pääasiassa ehdotettu käytettäväk-
si maatalouden ympäristösovelluksissa. Geenitekniikalla muunnettuja mikro-or-
ganismeja voi kuitenkin joutua myös vesistöihin. Maaperä on vaikeampi ympä-
ristö tutkittaessa GMM:eja kuin vähän taustabakteereja ja orgaanista aineita si-
sältävät vesiympäristöt. Maaperässä käytettyjä menetelmiä voidaan ainakin osit-
tain soveltaa vedenpohjan sedimenttikerrostutkimuksissa. Sedimenttitutkimuk-
sessa ongelmat lienevät samantyyppisiä kuin maaperää tutkittaessa. 
Alunperin kloonauksen helpottamiseksi GMM:hin lisättyjä, antibioottiresis-
tenssigeenejä on käytetty yleisimmin mikrobien seurannassa ympäristössä. Kun 
tieto luonnonbakteerien suuresta vaikutuksesta ympäristöön lisättyihin mikro-
beihin on lisääntynyt, on siirrytty tutkimaan bakteerien käyttäytymistä ei-sterii-
lissä ympäristössä. Luonnolliset antibioottiresistenttikannat haittaavat kasvatus-
ta antibioottiselektiolla ja nostavat määritysrajaa. Tämä ja huoli antibioottiresis-
tenttien bakteerien lisääntymisestä luonnossa ovat vähentäneet antibioottiresis-
tenssigeenien käyttöä merkkigeeneinä luonnossa. Kun maljakasvatuksen todet-
tiin olevan riittämätön elävien solujen määrittämiseen, yleistyvät merkkigeenit, 
joita voidaan määrittää ilman laboratoriokasvatusta. Näissä määritysmenetelmis-
sä valikoivat merkkigeenit eivät usein ole välttämättömiä, koska luonnon tausta-
bakteeripopulaatio ei yleensä haittaa määritystä. 
Sitä mukaa, kun ilman laboratoriokasvatusta määritettävien merkkigeenien 
käyttö yleistyy GMM:ien seurannassa, ryhdytään kehittämään vielä herkempiä 
ja helppokäyttöisempiä määritysmenetelmiä ja laitteistoja. Genotyyppiset määri-
tykset ovat tärkeitä, jotta itse muunnetun geenin säilyvyyttä ja siirtymistä muihin 
organismeihin voidaan tutkia. Jo nyt on olemassa herkkiä menetelmiä, joilla 
GMM:ja voidaan seurata luonnossa genotyyppinsä perusteella. Genotyyppinen 
määritys PCR:llä on hyvin herkkä ja sen rajoitukset liittyvät nukleiinihappojen 
eristystehokkuuteen, käytettyihin mikro-organismeihin ja ympäristön inhiboiviin 
aineisiin. Bakteerien fenotyyppiseen seurantaan on valittavissa useita valikoivia 
ja ei-valikoivia merkkigeenejä, joiden tausta eri ympäristöissä vaihtelee sen mu-
kaan, mistä organismista merkkigeeni on alunperin eristetty. Fenotyyppisillä 
merkkigeeneillä saadaan tietoa GMM:n elonjäämisestä ja toiminnasta ympäris-
tössä. Tätä tietoa tarvitaan, kun arvioidaan GMM:n vaikutuksia luonnon mikro-
beihin ja ympäristön alkuainekiertoihin. Yhdistelemällä valikoivia ja ei-valikoivia 
menetelmiä voidaan määritys saada herkäksi luonnon taustasta huolimatta. 
GMM:n käyttäytymistä paikan päällä ympäristössä voidaan mitata vain fenotyyp-
pisillä merkkigeeneillä, joiden geenituotteet toimivat tutkittavassa ympäristössä 
ja joiden signaalit ovat siellä niin tehokkaita, että ne voidaan havaita ilman näyt-
teen käsittelyä. Toistaiseksi vain yksi kirjallisuudessa esiintyvistä merkkigeeneis-
tä toimii näin. 
Kun valitaan merkkigeeniä tietylle organismille, tulisi joka sovellutuksessa 
huomioida geeniteknisesti muunnettu organisms, tutkittavan ympäristön luon-
nollinen tausta, määritysmenetelmän soveltuvuus ympäristöön sekä sovelluksen 
luonne. Yhdistelemällä sopivia määritystapoja voidaan GMM:n kohtalosta luon-
nossa saada hyvin tarkka kuva. 
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Sanasto 
ATP 	 adenosiini trifosfaatti; molekyyli, joka sisältää paljon energi- 
aa 
auksotrofinen 	organismi, joka mutaation takia vaatii kasvutekijöitä kasva- 
tuksessa 
bakteriofaagi 	virus, joka infektoi bakteereita 
blottaus 	 menetelmä, jossa DNA siirretään membraanille hybridisaa- 
tiota varten 
DNA 	 deoksiribonukleiinihappo, solun perimä-aines 
eksponentiaalinen bakteerien kasvuvaihe, jossa solujakautuminen ei riipu 
kasvu 	 ympäristötekijöistä 
ELISA 	 (ELISA= enzyme-linked-immunosorbent assay) proteiinien 
määritysmenetelmä, jossa leimatut vasta-aineet voidaan 
mitata 
fenotyyppi 	organismin genotyypistä ja ympäristötekijöistä johtuvat nä- 
kyvät ominaisuudet 
geenitekniikalla 	perimäainesta on muunnettu tavalla, joka ei tapahdu luon- 
muunnettu 	nollisesti 
genotyyppi 	organismin geenien koodaamat ominaisuudet 
insertiosekvenssi 	nukleiinisekvenssi, joka aikaansaa oman siirtymisensä peri- 
mässä 
isäntäbakteeri 	muokkaamaton luonnon bakteeri, jonka genomia voidaan 
muokata geeniteknisesti 
homologinen 	vastaava, samankaltainen 
hybridisaatio 	menetelmä, jossa kaksi eri alkuperää olevat yksijuosteiset 
DNA-säikeet yhdistyvät kaksijuosteiseksi DNA:ksi 
kloonaus 	 DNA- osien kopiointi plasmidien tai bakteriofaagien avulla 
koetin 	 pala nukleiinihappoa, jonka avulla samankaltaista geeni- 
sekvenssiä voidaan todeta näytteestä 
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konjugaatio 	perimä-aineksen siirtyminen solusta toiseen suoran solukon- 
taktin välityksellä 
kromosomi 	rakenne, joka sisältää perimä-aineksen 
maljaus 	 suspension bakteerien lukumäärän määritys kasvattamalla 
kiinteällä ravintoalustalla 
mikrobi mikro-organismi 
mikro-organismi tumallinen tai tumaton mikrobiologinen kokonaisuus, joka 
pystyy monistumaan 
MPN-menetelmä (MPN= most probable number), bakteerien lukumäärän ar- 
viointi näytettä laimentamalla niin paljon, että yhdessä osa- 
näytteessä on korkeintaan yksi solu. Tutkimalla, esiintyykö 
osanäytteissä bakteereita kasvatuksen jälkeen, voidaan bak- 
teerien todennäköinen lukumäärä koko näyttessä arvioida 
mutaatio äkkinäinen perinnöllinen muutos organismin perimä-ainek- 
sessa 
PCR (PCR= polymerase-chain reaction) kemiallinen reaktiosarja, 
jossa nukleiinihappoja voidaan tehokkaasti monistaa ilman 
solukasvatuksia 
plakki viruksien aiheuttama kirkas alue bakteerimaljalla 
plasmidi ei-kromosomaalinen perimä-aines, joka monistuu itsenäisesti 
eikä ole elintärkeä organismille 
pmy pesäkettä muodostava yksikkö; maljauksen tuloksen suure, 
joka kuvaa näytteen kasvatettavaa solumäärää 
promoottori kohta DNA-juosteessa ennen geenin alkua, johon RNA- poly- 
meraasi sitoutuu proteiinisynteesissä 
prototrofinen organismi, joka ei tarvitse kasvutekijöiä kasvatukseen 
(vt. auksotrofinen) 
raportteri tunnettu, geeniteknisesti lisätty geeni, jonka avulla tutkitaan 
tuntemattomien geenien toimintaa solussa 
rekombinaatio prosessi, jossa kahdesta eri genomista peräisin olevat raken- 
neosat muuttuvat yhdeksi yksiköksi 
restriktioentsyymi endonukleaasi, joka pilkkoo DNA:ta juosteen tietyssä emäs-
parikoodin kohdassa 
ribosomi 	proteiinituotantoon tarvittava RNA-proteiinikompleksi, joka 
esiintyy yleisesti solussa 
RNA 	 ribonukleiinihappo; välttämätön yhdiste proteiiriisynteesissä 
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segregaatio 	plasmidin häviäminen solusta viallisen jakautumisen johdosta 
transduktio 	perimä-aineksen siirtyminen viruksien välityksellä solusta toi- 
seen 
transformaatio solusta vapautuneen perimä-aineksen siirtyminen toiseen so-
luun 
transposoni 	itsestään siirtyvä DNA:n osa, jonka kummassakin päässä on 
insertiosekvenssi 
villityyppinen muokkaamaton, luonnollinen 
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Sammanfattning 
Användning av markörgener för uppföljning av gentekniskt modifierade mik-
roorganismer i omgivningen 
Noggranna undersökningar, både i laboratorieförhållanden och i naturefterlik-
nande modellsystem, är nödvändiga, om man vill utesluta oväntade effekter av 
till naturen tillsatta gentekniskt modifierade mikroorganismer. De till omgivnin-
gen tillsatta organismerna kan märkas med en specifik DNA -sekvens för att un-
derlätta urskiljningen från de naturliga mikroberna. Denna rapport utgör en över-
blick av litteraturen om markörgener som använts för att följa upp mikroorganis-
mer i öppna, naturefterliknande system. Användningen av markörgener för ef-
fektiv uppföljning av gentekniskt modifierade mikroorganismer utreds, likaså 
deras användning för uppskattning av mikroorganismers aktivitet i omgivnin-
gen.. 
Vid uppföljning och identifiering av gentekniskt modifierade mikroorganis-
mer i naturen bör markörgenens signal vara stark och lätt att mäta. Signalen mås-
te vara unik i den miljö som undersöks och den tillsatta gensekvensen får inte 
vara en börda för värdorganismen. Genkonstruktionen bör vara stabil i cellen 
och inte överföras till andra i naturen förekommande organismer. 
Den tillsatta gensekvensens stabilitet i cellen och dess förmåga att spridas till 
andra organismer i naturen påverkas väsentligt av den metod med vilken mar-
körgenen insätts i mikrobens arvsmaterial. Markörgener på plasmidvektorer sprids 
lättare till omgivningens mikroorganismer och är mindre stabila i organismen än 
direkt till kromosomen tillsatta gener. 
Uppföljning av mikroorganismens arvsmaterial är väsentlig för att klargöra 
hur länge den tillsatta organismen existerar i omgivningen och huruvida de till-
satta generna kan överföras till den naturliga mikrobpopulationen. Markörge-
nens DNA-sekvens kan spåras i miljön med hjälp av DNA sonder och PCR. Föru-
tom signaler från levande, aktiva celler erhålls också signaler från markörgener i 
döda celler, från märkt frigivet DNA eller från märkt DNA som överförts till om-
givningens mikroorganismer. Dessa metoder ger ingen information om de modi-
fierade mikroorganismernas aktivitet i miljön. 
DNA-analys kräver att nukleinsyrorna isoleras och ofta noggrant renas före 
mätning. I naturliga system är detta ofta problematiskt, eftersom humusämnen 
och lerpartiklar effektivt binds till DNA. Med noggrann optimering av arbetsme-
toderna har dock mycket känsliga detektionssystem utvecklats för flera vatten-
och markmiljöer. I de flesta fall erhålls en acceptabel detektionsnivå endast om 
användning av sond kombineras med PCR- metoder. 
De aktiva organismernas andel är av avgörande betydelse i riskanalys av 
gentekniskt modifierade mikroorganismer, eftersom dessa mest effektivt kan kom-
ma att påverka den naturliga mikrobiologiska floran och grundämnenas kretslopp 
i miljön. Andelen levande aktiva mikrober kan uppföljas med markörgener vilka 
ger värdorganismen nya mätbara egenskaper som de naturliga organismerna 
saknar. Många av dessa egenskaper är selektiva och därför kan märkta, aktiva 
Suomen ympäristö 104 	. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
mikroorganismer ofta lätt spåras genom laboratorieodling. I litteraturen beskrivs 
selektiva markörgener som ger värdorganismen resistens mot antibiotika, herbi-
cider eller tungmetaller. 
Genetiskt modifierade mikroorganismer vars markörgener inte är selektiva 
är ofta svårare att mäta genom laboratorieodling, eftersom naturens mikrober 
kan hindra uppkomsten av synliga kolonier på skål. Tillexempel lacZY, xylE och 
gusA -markörgenernas proteinprodukter är metaboliska enzymer, som vid tillsats 
av substrat producerar en färgad slutprodukt. Denna produkt kan mätas genom 
en färgförändring i odlade celler, genom att påvisa enzymet spektrofotometriskt 
eller immunologiskt. En annan grupp av icke-selektiva markörgener består av 
generna lux och luc. Dessa geners proteinprodukter producerar ljus. Detta ljus 
kan observeras med bara ögat, genom exponering av röntgenfilm eller kvantita-
tivt med en bioluminometer. 
Naturliga mikroorganismer med liknande egenskaper som de som analyse-
ras försvårar uppföljningen och höjer detektionsnivån. Genom att kombinera fle-
ra markörgener på ett sätt som inte är vanligt i naturen kan detektionsnivån ofta 
sänkas. Tidiga undersökningar av bakterier i naturefterliknande system utfördes 
med markörgener som ger resistens mot antibiotika och i många fall var markör-
genen placerad på plasmidvektorer. På senare år har användningen av antibioti-
karesistentgener som markörgener minskat, både på grund av den stora mäng-
den naturligt förekommande antibiotikaresistenta mikroorganismer och på grund 
av den potentiella hälsorisk som antibiotikaresistentgener i naturen utgör. 
Användningen av markörgener som inte är selektiva blir allt vanligare. Ef-
tersom dessa markörgener uppföljs genom andra mätningsmetoder än odling på 
skål, stör de naturliga mikroorganismerna sällan mätningen. Uppföljningsmeto-
der som inte kräver laboratorieodling, kan användas för att observera celler i vi-
lostadium. En stor del av de mikrober som tillsätts miljön övergår till ett vilosta-
dium, där synlig aktivitet saknas. Dessa celler är levande och aktiveras när förhål-
landena blir gynnsamma. 
Det finns ett stort urval av markörgener som lämpar sig för användning i 
olika miljöer och för olika typ av uppföljning. För en grundlig riskanalys fordras 
information om den totala mängden celler i miljön, om andelen döda och icke-
odlingsbara celler, samt om de levande cellernas aktivitet. Information behövs 
också om den gentekniskt modifierade genens möjliga spridning till den natur-
liga floran och arvsmaterialets varaktighet utanför cellen. Därför behövs uppfölj-
ning både av den modifierade gensekvensen och av hela mikroorganismen. 
Vilken markörgen som lämpar sig bäst för studier i ett visst system beror på 
många delfaktorer, och den bör därför väljas skillt för sig för varje tillämpning. 
Vilken markörgen som är optimal beror på vilken mikroorganism som ska upp-
följas, vilka egenskaper den naturliga mikrobfloran har, om bestämningsmeto-
den kan användas i denna miljö, samt typen av tillämpning. Genom att kombi-
nera olika typer av bestämningssätt kan man i flera miljöer få en klar bild av 
tillsatta mikroorganismers öde i omgivningen. 
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Erkki: Turvetuotannon vesiensuojeluvaihtoehtojen tapauskohtainen vertailu. Pohjois-Pohjanmaan 
ympäristökeskus. 
36. Alanen, Jouni & Saastamoinen, Salla: Euroopan Unioniin tuotavat rakennustuotteet, vaatimusten 
mukaisuuden osoittaminen. Ympäristöministeriö. 
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37. Pohjois-Suomen vanhojen metsien suojelun kompensaatiotyöryhmän mietintö. Ympäristöminis-
teriö. 
38. Tanskanen, Juha-Heikki: Syntypaikkalajitteluun perustuvan yhdyskuntajätehuollon tarkastelu. 
Suomen ympäristökeskus. 
39. Malaska, Pentti; Luukkanen, Jyrki; Vehmas, Jarmo & Kaivo-oja, Jari: Ympäristöperusteinen ener-
giaverotus - pohjoismaisia vertailuja ja suomalaisen keskustelun arviointia. Ympäristöministe-
riö. 
40. Ilen, Pekka; Rautavuori, Leena & Salminen, Eero: Uukuniemen kirkonkylän kulttuurimaiseman 
hoitosuunnitelma. Ympäristöministeriö. 
41. Ympäristöministeriö: Kaavoitustoimen seuranta. Ympäristöministeriö. 
42. Outila, Tarja: Keivitsan kaivoshanke - kaavoitusjärjestelmät ja luonnonsuojelu. Ympäristöminis-
teriö. 
43. Lankinen, Markku: Asuntorakentamisen ennakointi. Ympäristöministeriö. 
44. Tanskanen, Heikki; Walls, Mari; Maripuu, Lea & Tuhkanen, Tuula: Otsonoinnin ja otsoni/vety-
peroksidikäsittelyjen vaikutus kloorittoman (ECF) metsäteollisuuden kuorimovesien ekotoksi-
suuteen. Pohjois-Savon ympäristökeskus. 
45. Huttunen, Leena; Rönkä, Esa & Matinvesi, Jukka: Erilaisten viljely- ja lannoitustapojen vaikutus 
pohjaveden laatuun - lysimetritutkimus karkealla hietamaalla. Suomen ympäristökeskus. 
46. Paulus, Ilkka: Romaniväestön asuntotilanne 1990-luvun puolivälissä. Ympäristöministeriö. 
47. Lähiötyöryhmä: Monitoimijainen lähiöuudistus. Ympäristöministeriö. 
48. Tarkomaa, Jari: Asumisoikeusasunnot- ja asukkaat. Ympäristöministeriö. 
49. Saarenheimo, Ulla & von Hertzen, Heikki, S: Asunnottomuus väheni Suomessa. Ympäristömi-
nisteriö. 
50. Myllymäki, Pauliina: Raadonin ja uraanin poisto kalliopohjavedestä. Suomen ympäristökeskus. 
51. Salo, Simo; Ekholm, Petri & Knuuttila, Seppo : A comparison of methods for nutrient source 
appartionment in Nordic Rivers. Suomen ympäristökeskus. 
52. Paukkunen, Marika & Vartia, Pauli: Selvitys ympäristövaikutusten arviointimenettelyn kokemuk-
sista 1994-1995.Ympäristöministeriö. 
53. Haimi, Jari & Salminen, Janne: Kemikaalien vaikutukset terrestrisessä ympäristössä - tutkimus-
ja testimenetelmien kehittäminen erityisesti suomalaiselle maaperälle. Suomen ympäristökeskus. 
54. Rintala, Jari: Soranottoalueiden jälkihoito - pintarakennemateriaalit suojaverhouksessa. Suomen 
ympäristökeskus. 
55. Britschgi, Ritva & Gustafsson, Juhani: Suomen luokitellut pohjavesialueet. Helsinki. Suomen 
ympäristökeskus. 
56. Heli Vuoksimaa: Lasipakkausten kierrätysjärjestelmät ja niiden kustannukset Suomessa - keräys-
järjestelmien kustannustehokkuusvertailu. Ympäristöministeriö. 
57. Nysten; Hänninen & Niemi: Tiesuolan pohjavesihaittojen vaikutuksista ja torjuntakeinoista. Suo-
men ympäristökeskus. 
58. Hellsten, Seppo; Marttunen, Mika; Puro, Annukka; Huttula, Erkki; Nenonen, Marjaleena & Berg-
man, Tarja: Inarijärven tila ja siihen vaikuttavat tekijät. Lapin ympäristökeskus. 
59. Kettunen, Aija: Kuntien ympäristöhallinnon asema ja tila; faktaa ja käsityksiä. Ympäristöministe-
riö. 
60. Uusien vuokrasuhteiden vuokrat huhtikuussa 1996. Ympäristöministeriö. 
61. Pehkonen, Pertti & Jansson, Johanna: Viheralan tutkimus- ja kehittämistyö - tilannekatsaus. Ym-
päristöministeriö. 
62. Södeman, Guy & Lundsten, Karl-Erik: Valtakunnallisen yöperhosseurannan 3. vuosiraportti. 
Suomen ympäristökeskus. 
63. Fagerroos, Jan & Rosenström, Ulla: Trends in the Finnish environment - environmental indicators 
for the 1997 OECD environmental performance review of Finland. Ympäristöministeriö. 
64. Haarni, Tuukka & Vartiainen, Perttu: Kaupunkiverkostoituminen Suomessa. Ympäristöministe-
riö. 
65. Nyman; Halmetoja; Pohtamaa ym: M/S Eiran öljyvahingon pitkäaikaisvaikutukset Merenkur-
kussa. Länsi-Suomen ympäristökeskus. 
66. Sinisalmi, Tuomo (toim.): Vesivoimalaitosten lyhytaikaissäädön vaikutustutkimukset. Pohjois-
Pohjanmaan ympäristökeskus. 
67. Kananoja, Tapio: Kymen läänin kallioperän suojelu- ja opetuskohteita. Ympäristöministeriö. 
68. Keppo, Eeva: Vaasan läänin kulttuuriympäristöohjelma. 
69. Hyvärinen, Veli (toim.): Hydrologinen vuosikirja 1993. Hydrological yearbook 1993. Suomen 
ympäristökeskus. 
70. Savolainen, Matti: Omakotitalojen kustannuslaskentajärjestelmä. Ympäristöministeriö. 
71. Nysten, Taina; Suokko, Tuulikki & Tarvainen, Timo: Ympäristögeologian sovelluksia 
- GTK, SYKE ympäristötutkimusseminaari 1.10.1996. Suomen ympäristökeskus. 
72. Kemppainen, Eija: Suomen uhanalaiset lajit - Ketonukki (Androsace septentrionalis). Suomen ym-
päristökeskus. 
73. Halonen, Pekka; Tuukki, Eeva; Puolasmaa, Arto; Kaipiainen, Heidi: Suomen uhanalaiset lajit -
Pohjanhyytelöjäkälä (Collema curtisporum) lännenhyytelöjäkälä (Collema nigrescens) risahyytelöjä-
kälä (Collema multipartitum). Suomen ympäristökeskus. 
74. Kemppainen, Eija & Karling, Marita: Suomen uhanalaiset lajit - Koirankieli (Cynoglossum offici-
nale). Suomen ympäristökeskus. 
75. Kosonen, Lasse; Kaipiainen, Heidi & Kemppainen, Eija: Suomen uhanalaiset lajit 
- Mäkiorvokki (Viola collina). Suomen ympäristökeskus. 
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76. Pykälä, Juha & Vuorinen Soili: Suomen uhanalaiset lajit — Punavalkku (Cephalanthera rubra). Suo-
men ympäristökeskus. 
77. Pykälä, Juha & Vuorinen Soili: Suomen uhanalaiset lajit — Vuorikuisma (Hypericum montanum). 
Suomen ympäristökeskus. 
78. Kaipiainen, Heidi; Kemppainen, Eija & Bonn; Thomas: Suomen uhanalaiset lajit 
—Tähkähelmikkä (Melica ciliata). Suomen ympäristökeskus. 
79. Joensuu, Ilona; Vuori, Kari-Matti & Nieminen, Mari: Vesistörakentamisen ja lyhytaikaissäännös-
telyn vaikutus Perhonjoen koskien eliöyhteisöihin. Keski-Pohjanmaan ympäristökeskus. 
80. Hassi, Laura: Ihanteita ja ohjausvälineitä - asumisen tuen kohdentuminen vuonna 1993. Ympä-
ristöministeriö. 
81. Grönroos, Juha; Rekolainen, Seppo & Nikander, Antero: Maatalouden ympäristötuen toimenpi-
teiden toteutuminen vuonna 1995. Suomen ympäristökeskus. 
82. Leskelä, Ari & Hudd, Richard: Lohi- ja taimenmerkinnät. Länsi-Suomen ympäristökeskus. 
83. Hudd, Richard; Kjellman, Jakob & Leskelä, Ari: Kyröjoen suiston poikastuotanto ja kalakannat. 
Länsi-Suomen ympäristökeskus. 
84. Kopra, Pekka: Kaavatalouden näkökohtia päättäjille. Ympäristöministeriö. 
85. Uuskallio, Irma (toim.): National overview on distressed urban areas in Finland. Ympäristömi-
nisteriö. 
86. Peltola, Taru: Yrityn muuttuva toimintaympäristö hallinnon haasteen — Hämeen ympäristökes-
kuksen pk-yritysprojektin loppuraportti. Hämeen ympäristökeskus. 
87. Luostarinen, Matti; Yli-Viikari, Anja (toim.): Maaseudun kulttuurimaisemat. Suomen ympäristö-
keskus, Maatalouden tutkimuskeskus. 
88. Airamo, Raimo & Permanto, Timo: Yleiskaavoitus ja vaikutusten arviointi. Ympäristöministeriö. 
89. Seppälä, Jyri & Jouttijärvi, Timo (toim.): Metsäteollisuus ja ympäristö. Suomen ympäristökeskus. 
90. Siistonen, Pasi: Jokioisten kulttuuriympäristöohjelma. Ympäristöministeriö. 
91. Kilpailuttaminen valtion tukemassa asuntotuotannossa — Työryhmän mietintö. Ympäristöminis-
teriö. 
92. Malaska, Pentti; Luukkanen, Jyrki; Vehmas, Jarmo & Kaivo-oja, Jari: Environment — Based energy 
taxation in the Nordic countries. Comparisins by energy source and a review of the Finnish 
discussion. Ympäristöministeriö. 
93. Luoma, Juha: Muuttuva ihminen — muuttuva asunto. Ympäristöministeriö. 
94. Jauhiainen, Tapani; Vuorinen, Heikki; Heinonen-Guzejev, Marja & Paikkala, Sirkka-Liisa: Ympä-
ristömelun vaikutukset. Ympäristöministeriö. 
95. Lind, Tuula & Pietala, Jorma: Kotipalveluja käyttävien vanhusten kauppamatkat Lahdessa. Ym-
päristöministeriö. 
96. The Finnish background report for the EC documentation of best available techniques for pulp 
and paper industry. Ympäristöministeriö. 
97. Alanen, Tommi & Ratia, Pasi: Asuntorakentamisen työllisyysvaikutukset. Ympäristöministeriö. 
98. Pitkäjärvi, Jyrki: Geenitekniikalla muunnettujen mikro-organismien ympäristövaikutukset. Suo-
men ympäristökeskus. 
99. Viinikainen, Tytti: Yhteiskuntatieteellinen ympäristötutkimus Suomessa. — Katsaus tutkimusaloihin 
ja kirjallisuuteen. Suomen ympäristökeskus. 
100. Pietiläinen, 011i-Pekka & Pirinen, Marja: Typpi- ja fosforikuormituksen vaikutus päällyslevästön 
kasvuun Kymijoella. Suomen ympäristökeskus. 
101. Maataloudesta peräisin olevien nitraattien vesiin pääsyn rajoittamista koskeva valtioneuvoston 
päätösehdotus. — Työryhmän mietintö. Ympäristöministeriö. 
102. Suurmyymälätyöryhmän mietintö. Ympäristöministeriö. 
103. Kilpi, Mikael & Asanti, Timo (toim.): Saaristolinnuston suojelun nykytila Suomen rannikoilla. 
Suomen ympäristökeskus. 
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